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Abstrakt
DREPP (Developmentally regulated plasma membrane polypeptide, syn.
PCaP1 u Arabidopsis thaliana) je membra´novy´ protein velikosti 20-25 kDa
specificky´ pro rostliny. Fylogenetickou analy´zou jsme dolozˇili jeho vznik
u kapradin. Beˇhem evoluce velky´ch cˇeled´ı (Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae
a Asteraceae) a jehlicˇnan˚u Coniferophyta dosˇlo k neˇkolika neza´visly´m dupli-
kac´ım genu, ktere´ byly na´sledova´ny druhotnou ztra´tou jednoho z paralog˚u
u podcˇeled´ı Pooideae a Solanoideae. Ve skupina´ch Asparagales a Brassi-
caceae probeˇhly dveˇ rozsa´hle´ modifikace proteinu. Takto vznikly´ divergov-
any´ paralog u husen´ıcˇku byl jizˇ drˇ´ıve popsa´n jako MAP18 (Microtubule-
associated protein 18, syn. PCaP2). Testem kolinearity chromosomovy´ch
u´sek˚u v okol´ı lokus˚u AtPCaP1 a AtMAP18 se na´m podarˇilo doka´zat, zˇe
genMAP18 vznikl nejsp´ıˇse beˇhem celogenomove´ duplikace na pocˇa´tku cˇeledi
Brassicaceae.
V prˇedchoz´ıch studi´ıch byl protein DREPP dolozˇen v detergentuvzdorne´
frakci plasmaticke´ membra´ny a bylo doka´za´no, zˇe k membra´nove´ lokalisaci
proteinu je nezbytna´ myristylova´ kotva. Vazba proteinu na membra´nu je
da´le modifikova´na interakc´ı s PtdInsPs, ktera´ je inhibovatelna´ komplexem
Ca-kalmodulin (Nagasaki et al., 2008). Mutace v myristylacˇn´ım mı´steˇ (Gly2
substituova´n Ala) cˇi prˇipojen´ı GFP na N-konec proteinu blokuje jeho mem-
bra´novou lokalisaci (Nagasaki et al., 2008). Ovsˇem u rˇady rostliny´ch druh˚u
spatrˇujeme prˇirozenou substituci Gly2 jiny´mi animokyselinami (Ser, Thr or
Asp) a v prˇ´ıpadeˇ taba´ku jsme pomoc´ı fluorescencˇn´ıho proteinu DREPP4-
GFP dolozˇili, zˇe tato substituce neovlivnˇuje membra´novou lokalisaci pro-
teinu – ve stabilneˇ transformovany´ch taba´kovy´ch bunˇka´ch BY-2 jsme potvrdili
uniformn´ı lokalisaci proteinu DREPP-GFP na plasmaticke´ membra´neˇ a po
biolosticke´ transformaci jsme pozorovali zpravidla nehomogenn´ı distribuci
proteinu v cytosolicky´ch va´cˇc´ıch.
Sekunda´rn´ı struktura proteinu DREPP je vnitrˇneˇ neusporˇa´dana´ s rˇadou mo-
tiv˚u VEEKK, ktere´ by mohly by´t zodpoveˇdne´ za vazbu proteinu k mikro-
tubul˚um, ktera´ byla proka´za´na u paralogu MAP18 (Wang et al., 2007).
V nasˇich experimentech jsme proka´zali, zˇe s mikrotubuly in vitro kosedimen-
tuje takte´zˇ taba´kovy´ homolog proteinu DREPP, cozˇ nasveˇdcˇuje mozˇnosti, zˇe
funkce vsˇech protein˚u DREPP souvis´ı s kortika´ln´ım cytoskeletem a mohly
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by tak by´t specificky´m signalisacˇn´ım rozhran´ım mezi plasmatickou membra´-
nou a cytoskeletem u rostlin. Pouzˇita´ metoda vizualizace proteinu DREPP
in vivo pomoc´ı GFP-fu´ze neumozˇnila oveˇrˇit interakci proteinu DREPP s mi-
krotubuly. K d˚ukazu te´to interakce a k objasneˇn´ı fyziologicke´ role proteinu
DREPP bude trˇeba pouzˇ´ıt dalˇs´ı experimenta´ln´ı prˇ´ıstupy.
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Abstract
Proteins of DREPP family (20-25 kDa, syn. PCaP1 in Arabidopsis thaliana)
first appeared in ferns and we have shown that several independent du-
plications of DREPP protein occurred during evolution of large families
(Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae and Asteraceae) and in group Conifero-
phyta. Secondary losses of one paralogue occurred in subfamilies Pooideae
and Solanoideae. We have also detected two large-scale modification of DREEP
protein in Asparagales and Brassicaceae (this divergent paralogue was pre-
viously described as MAP18 protein). We have examined colinearity of chro-
mosome fragments in vicinity both PCaP1 and MAP18 paralogues in Ara-
bidopsis thaliana and we hypothesize thatMAP18 gene arose during genome
duplication on the origin of Brassicaceae family. DREPP protein was previ-
ously identified in detergent-resistant membrane microdomain fraction and
a myristyl anchor was shown to be necessary for their membrane localiza-
tion. Membrane association was shown to be modified by the interaction
of unique N-terminal domain with PtdInsPs, which was inhibited by bind-
ing of Ca-calmodulin (Nagasaki et al., 2008). The mutation of Gly2 by Ala
in the myristilation site, or C-terminal GFP-fusion (GFP-DREPP), affect
membrane association in Arabidopsis thaliana (Nagasaki et al., 2008). Sev-
eral DREPP paralogues in other plant species have natural mutations in
the myristilation site Gly2 (by Ser, Thr or Asp), but we have demonstrated
using tobacco NtDREPP4-GFP N-terminal fusion protein that this protein
is also capable of binding to the membrane. In stably transformed tobacco
BY-2 cells, fusion proteins DREPP-GFP exhibit uniform plasma membrane
localisation, but patchy distribution was observed in cells transformed by the
biolistic method, whose reason was probably protein localization in cytoso-
lic vesicles. Secondary structure of these proteins is intrinsically disordered
with several motifs VEEKK that are suspected of binding to microtubules,
MAP18 really asociates with microtubules (Wang et al., 2007). We have
shown that NtDREPP protein also co-sediments with polymerized tubu-
lin in vitro. Functions of DREPP proteins remain to be determined, but it
seems that they could serve as a plant-specific signaling interface between
the plasma membrane and the cytoskeleton.
Key words: Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, DREPP, develop-
mentally regulated plasma membrane polypeptide, PCaP1, PCaP2, plasma
membrane-asociated cation-binding protein, MAP18, microtubule-asociated
protein, GFP fusion, biolistic, plasma membrane, microtubules, cytoskele-
ton, myristylation, PtdInsPs, phosphatidylinositolphosphates, detergent-re-
sistant, colinearity, phylogeny, amino acid principal component analysis.
On-line verze: http://www.natur.cuni.cz/˜vosolsob/diplomka.pdf
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Seznam zkratek
2,4-D 2,4-Dichlorofenoxyoctova´ kyselina
2D Dvourozmeˇrny´
ABA Kyselina abscisiva´
BN Blue-native
BSA Bovinn´ı serovy´ albumin
CASA Cellulose synthase
cDNA Complementary DNA k mRNA
DM n-Dodecyl-β-d-maltosid
DMSO Dimethylsulfoxid
DREPP Developmentally regulated plasma membrane polypeptide
DRM Detergent-resistant plasma membrane fraction
DTT 1,4-Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraoctova´ kyselina
EGTA Ethylenglykoltetraoctova´ kyselina
EST Expressed sequence tag
EtOH Ethanol
FRAP Fluorescence recovery after fotobleaching
GFP Green fluorescent protein
HPLC High performance liquid chromatography
mβcd Methyl-β-cyklodextrin
MALDI Matrix-associated laser desorption and ionisation
MAP18 Microtubule-associated protein 18
MS/MS Tandem mass-spectroscopy
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PAGE Polyakrylamidova´ gelova´ elektroforesa
PCA Principal component analysis
PCaP1 Plasma membrane-asociated cation-binding protein 1
PLC Fosfolipa´za C
PM Plasmatic membrane
PMSF Fenylmethylsulfonylfluorid
PtdInsPs Phosphatidylinositolphosphates
ROS Reactive oxygen species
SDS Sodiumdodecylsulfa´t
TLC Thin-layer chromatography
TOF Time-of-flight
TX-100 Triton X-100
UTSR Unie pro transport a signalisaci rostlin
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-d-galactopyranosid
6
U´vod
”
(DREPPs) are proposed as the first example of plant-specific and
developmentally regulated plasma membrane proteins.“
Gantet et al. (1996)
Kazˇda´ bunˇka je mikroskopicky´m
”
ekosyste´mem“ tvorˇeny´m neˇkolika des´ıt-
kami milion˚u protein˚u a abundance jednotlivy´ch druh˚u protein˚u jsou vy´sled-
kem slozˇity´ch interakc´ı mezi tis´ıci ostatn´ıch druh˚u protein˚u. Celkovy´ stav
tohoto
”
ekosyste´mu“ reflektuje nejen extern´ı vlivy p˚usob´ıc´ı na konkre´tn´ı
bunˇku, ale i historickou zkusˇenost bunˇky a cele´ho organismu.
Popis cele´ho takto komplikovane´ho syste´mu vyzˇaduje popis vsˇech d´ılcˇ´ıch
interakc´ı mezi proteiny samotny´mi, proteiny s lipidy membra´n a proteiny
s DNA. I prˇestozˇe absolutn´ı popis vsˇech zmı´neˇny´ch interakc´ı je v soucˇasne´
dobeˇ prakticky nerea´lny´, nen´ı spra´vne´ propadat skepsi, nebot’ kazˇda´ odha-
lena´ interakce na´m umozˇnˇuje zprˇesnit nasˇe prˇedstavy o chova´n´ı vnitrobu-
neˇcˇne´ho ekosyste´mu.
Mezi za´kladn´ı interakcˇn´ı platformy v bunˇce patrˇ´ı plasmaticka´ membra´na a
cytoskelet. Klasicky´m prˇ´ıkladem interakce struktur plasmaticke´ membra´ny
s cytoskeletem, v tomto prˇ´ıpadeˇ mikrotubula´rn´ım, je regulace aktivity kom-
plex˚u synthetisuj´ıc´ıch celulosu. Acˇ je tato interakce za´kladn´ı pro celkovou
morfogenezi rostlinne´ bunˇky, je jej´ı molekula´rn´ı podstata sta´le prˇedmeˇtem
aktua´ln´ıho vy´zkumu (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al., 2009). Jesˇteˇ v´ıce
tajemstv´ı skry´va´ interakce mikrotubul˚u samotny´ch s plasmatickou membra´-
nou. Prˇestozˇe kortika´ln´ı s´ıt’ mikrotubul˚u lezˇ´ı teˇsneˇ pod plasmatickou mem-
bra´nou a pozorova´n´ı z elektronove´ho mikroskopu dokazuj´ı existenci pro-
tein˚u propojuj´ıc´ıch obeˇ struktury (rev. in Hamada, 2007), byl jednoznacˇneˇ
proka´za´n pouze jediny´ vza´jemny´ interaktor plasmaticke´ membra´ny s mikro-
tubula´rn´ım cytoskeletem – fosfolipa´za D (Gardiner et al., 2001).
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Procˇ zkouma´me proteiny rodiny DREPP?
Historie nasˇeho ba´da´n´ı nad proteiny rodiny DREPP zacˇala experimentem
me´ sˇkolitelky, Katerˇiny Schwarzerove´, jehozˇ c´ılem bylo nale´zt nove´ kan-
dita´ty na proteiny, ktere´ by mohly propojovat mikrotubula´rn´ı cytoskelet
s plasmatickou membra´nou. Experiment spocˇ´ıval v kosedimentaci protein˚u
plasmaticke´ membra´ny taba´kovy´ch buneˇk BY-2 extrahovany´ch detergentem
CHAPS s hoveˇz´ım tubulinem polymerovany´m in vitro za prˇ´ıtomnosti tax-
olu (metoda dle Gardiner et al., 2001). Frakce interaguj´ıc´ı s mikrotubuly
byla izolova´na centrifugac´ı a separova´na na 2D-PAGE. Vybrane´ proteiny
byly identifikova´ny pomoc´ı MALDI-TOF hmotnostn´ı spektroskopie. Jedn´ım
z objeveny´ch kandida´t˚u na novy´ protein propojuj´ıc´ı plasmatickou membra´nu
s mikrotubuly byl pra´veˇ protein DREPP, drˇ´ıve identifikovany´ v plasmaticke´
membra´neˇ taba´ku (Gantet et al., 1996). V roce 2007 byla publikova´na studie
popisuj´ıc´ı novy´ protein interaguj´ıc´ı s mikrotubuly – MAP18 (Wang et al.,
2007), ktery´ se vsˇak uka´zal by´t jedn´ım ze dvou paralog˚u proteinu DREPP
v husen´ıcˇku.
C´ıle te´to diplomove´ pra´ce:
Charakterisace protein˚u rodiny DREPP pomoc´ı bioinformaticky´ch,
mikroskopicky´ch a biochemicky´ch metod
Konkre´tn´ı na´pln´ı pra´ce bylo:
i) studium fylogeneze protein˚u rodiny DREPP. Pohnutkami k fy-
logeneticke´ studii bylo odhalen´ı sta´rˇ´ı proteinove´ rodiny, identifikova´n´ı
konzervovany´ch pozic v proteinu a datova´n´ı neˇkolika duplikac´ı, k nimzˇ
v evoluci dosˇlo.
ii) studium evoluce genu MAP18. MAP18, jenzˇ byl dolozˇen pouze
u Arabidopsis thaliana, je silneˇ divergovany´m paralogem konvencˇn´ıho
proteinu DREPP.
iii) prosˇetrˇen´ı intracelula´rn´ı lokalisace taba´kovy´ch protein˚u DREPP
pomoc´ı exprese fluorescencˇn´ıch protein˚u v bunˇka´ch. Zkouma´na
byla prˇedevsˇ´ım interakce protein˚u s mikrotubula´rn´ım cytoskeletem a
plasmatickou membra´nou.
vi) potvrzen´ı membra´nove´ lokalisace proteinu MAP18. U tohoto
proteinu byla proka´za´na asociace s mikrotubuly, nikoli vsˇak mem-
bra´nova´ lokalisace, ktera´ je zrˇejma´ z homologie s ostatn´ımi proteiny
DREPP.
vii) zaveden´ı metodiky blue-native elektroforesy v nasˇ´ı laboratorˇi
a aplikovat ji ke hleda´n´ı novy´ch membra´novy´ch komplex˚u
interaguj´ıc´ıch s cytoskeletem.
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1.2 Interakce plasmaticke´ membra´ny s cytoskele-
tem a buneˇcˇnou steˇnou
Plasmaticka´ membra´na vytva´rˇ´ı u´strˇedn´ı rozhran´ı mezi bunˇkou a vneˇjˇs´ım
prostrˇed´ım a figuruje tak v prˇenosu metabolit˚u a signa´l˚u v obou smeˇrech.
U rostlin sehra´va´ plasmaticka´ membra´na velmi d˚ulezˇitou roli v procesech
diferenciace a morfogeneze bunˇky prostrˇedn´ıctv´ım rˇ´ızen´ı synthesy buneˇcˇne´
steˇny (Lloyd & Chan, 2008). Ma´-li by´t umozˇneˇn r˚ust bunˇky do de´lky, je
nezbytne´, aby celulosove´ mikrofibrily buneˇcˇne´ steˇny byly orientova´ny kolmo
na smeˇr buneˇcˇne´ho r˚ustu (Szymanski & Cosgrove, 2009; Bisgrove, 2008).
Orientaci celulosovy´ch mikrofibril reguluje kortika´ln´ı mikrotubula´rn´ı cyto-
skelet, ktery´ lezˇ´ı teˇsneˇ pod plasmatickou membra´nou (Paredez et al., 2006).
V minule´m roce bylo publikova´no pozorova´n´ı, zˇe kortika´ln´ı cytoskelet nejen
reguluje smeˇr pohybu komplex˚u CESA synthetisuj´ıc´ıch celulosu, ale i rˇ´ıd´ı je-
jich sekreci na plasmatickou membra´nu (Crowell et al., 2009; Gutierrez et al.,
2009). Ru˚st celulosovy´ch mikrofibril da´le reguluj´ı proteiny rodiny COBRA
(Roudier et al., 2005, 2002; Schindelman et al., 2001), ktere´ jsou lokalisova´ny
na extracelula´rn´ı straneˇ plasmaticke´ membra´ny d´ıky glykosyl-fosfatidylinosi-
tolove´ kotveˇ, ktera´ zajiˇst’uje jejich klastrovanou distribuci v membra´novy´ch
mikrodome´na´ch. Membra´nove´ dome´ny odliˇsne´ho lipidove´ho slozˇen´ı1 a speci-
ficke´, zpravidla signa´ln´ı cˇi sekrecˇn´ı funkce (Sorek et al., 2007; Zarsky et al.,
2009) host´ı celou rˇadu dalˇs´ıch protein˚u d˚ulezˇity´ch pro regulaci tvorby a
funkce buneˇcˇne´ steˇny, naprˇ. SKU5 (Sedbrook et al., 2002) cˇi arabinogalak-
tanove´ proteiny (Logan et al., 1997), rˇadu signa´ln´ıch komponent, naprˇ. leu-
cinove´ kina´zy (Shahollari et al., 2007) a protein˚u sekretoricke´ho apara´tu,
jako naprˇ´ıklad SNARE proteiny (Mongrand et al., 2004) a ROP GTPasy
(Sorek et al., 2007). I prˇestozˇe mechanismus tvorby membra´novy´ch mikro-
dome´n nen´ı uspokojiveˇ vysveˇtlen, je pro jejich funkci a prostorovou lokali-
saci takte´zˇ nezbytna´ interakce s cytoskeletem. Aktinova´ mikrofilamenta mo-
hou interagovat s membra´novy´mi dome´nami naprˇ´ıklad prostrˇednictv´ım pro-
tein˚u annexin˚u (Konopka-Postupolska, 2007), jezˇ hraj´ı mimo jine´ vy´znam-
1Se zvy´sˇeny´m obsahem cholesterolu a sfingolipid˚u
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nou u´lohu v prˇenosu signa´l˚u z vneˇjˇs´ıho prostrˇed´ı do bunˇky (Talukdar et al.,
2009). Mechanismus interakce kortika´ln´ıho mikrotubula´rn´ıho cytoskeletu prˇek-
vapiveˇ nen´ı sta´le dostatecˇneˇ objasneˇn. Mikrotubuly se na plasmatickou mem-
bra´nu mohou va´zat prˇes komplexy γ-tubulinu, ktery´ je va´za´n k plasma-
ticke´ membra´neˇ (Drykova et al., 2003), cˇi skrze proteiny interaguj´ıc´ı s plus-
koncem mikrotubulu (+TIPs proteiny) (rev. in Hamada, 2007) a nebo pro-
strˇednictv´ım protein˚u interaguj´ıc´ıch s mikrotubuly latera´lneˇ. O te´to skupineˇ
protein˚u je zna´mo zdaleka nejme´neˇ a jediny´m prozkoumany´m kandida´tem je
δ-podjednotka fosfolipa´zy D (Gardiner et al., 2001; Andreeva et al., 2009).
Novy´mi kandita´ty by mohly by´t proteiny rodiny DREPP, ktery´m se veˇnuje
na´sleduj´ıc´ı cˇa´st litera´ln´ı resˇersˇe. Posledn´ım, velmi ma´lo prozkoumany´m me-
chanismem vazby mikrotubul˚u k plasmaticke´ membra´neˇ by mohla by´t prˇ´ıma´
interakce α-tubulinu s membra´nou d´ıky S-palmitoylaci (Hemsley et al., 2008).
1.3 Rodina protein˚u DREPP
1.3.1 Historie objevu proteinove´ rodiny DREPP
Prvn´ı zmı´nky o proteinove´ rodineˇ DREPP (developmentally regulated plas-
ma membrane polypeptide) pocha´z´ı z poloviny 90. let 20. stolet´ı, z doby,
kdy nebyla kompletneˇ osekvenova´na zˇa´dna´ modelova´ rostlina a vesˇkery´ mo-
lekula´rneˇ-biologicky´ vy´zkum byl vy´razneˇ pracneˇjˇs´ı nezˇ dnes.
Prvn´ı dva protein rodiny DREPP (P18 a P19) byly izolova´ny francouzskou
skupinou M. Rossignola z proteomu plasmaticke´ membra´ny list˚u Nicotiana
tabacum(Gantet et al., 1996). Pozornost na neˇ byla zameˇrˇena pote´, co bylo
zjiˇsteˇno, zˇe docha´z´ı k jejich akumulaci beˇhem kveˇtn´ı indukce. Protein P18 byl
purifikova´n prostrˇednictv´ım 2D-SDS-PAGE a po jeho fragmentaci trypsinem
byly pomoc´ı Edmanova odboura´va´n´ı stanoveny cˇa´stecˇne´ aminokyselinove´
sekvence jeho fragment˚u, jezˇ byly na´sledneˇ pouzˇity k navrzˇen´ı degenerova-
ny´ch primer˚u. S jejich pomoc´ı byl z listove´ cDNA taba´ku z´ıska´n PCR frag-
ment genu oznacˇene´ho pracovneˇ jako NtP18’C4. Kompletn´ı sekvence cDNA
tohoto genu byla z´ıska´na po rozsa´hle´m PCR screeningu knihovny 200 000
koloni´ı z´ıskany´ch klonova´n´ım kompletn´ı listove´ cDNA do E. coli. Po ap-
likaci protila´tky proti rekombinantn´ımu proteinu NtP18’C4 na elektrofore-
togramy plasmaticke´ membra´ny bylo prˇekvapiveˇ zjiˇsteˇno, zˇe tato protila´tka
rozezna´va´ druhy´ protein P19, nikoliv P18, tud´ızˇ se podarˇilo identifikovat gen
proteinu P19. Identita byla dodatecˇneˇ potvrzena mikrosekvenova´n´ım tohoto
proteinu. Expresn´ı profily z´ıskane´ Northern blotem NtP18’C4 poukazovaly
tak jako u proteinu na akumulaci mRNA tohoto genu v mlady´ch listech a
beˇhem kveˇtn´ı indukce. V korˇenech nebyla mRNA detekova´na. Exprese blo-
tovatelne´ho homologu byla takte´zˇ doka´za´na u obou rodicˇovsky´ch taxon˚u N.
tabacum: N. sylvestris a N. tomentosiformis (Gantet et al., 1996).
Identifikaci dalˇs´ıch dvou protein˚u (P16 a P17) s podobny´m expresn´ım pro-
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filem publikovala stejna´ vy´zkumna´ skupina o rok pozdeˇji (Logan et al., 1997).
Mikrosekvenova´n´ım peptidovy´ch fragment˚u proteinu P16 byly odvozeny pri-
mery s jejichzˇ pomoc´ı byly izolova´ny dva r˚uzne´ geny oznacˇene´ NtP16 a
NtP16’, jezˇ byly po Western blotu prˇiˇrazeny k P16, respektive P17. Pomoc´ı
Northern blotu bylo zjiˇsteˇno, zˇe NtP16’ pocha´z´ı z rodicˇovske´ho taxonu N.
sylvestris a NtP16 z N. tomentosiformis.
Na subcelula´rn´ı u´rovni byly vsˇechny cˇtyrˇi proteiny imunolokalisova´ny ve
frakci plasmaticke´ membra´ny, separovane´ od intracelula´rn´ıch frakc´ı ultra-
centrifugac´ı na sacharosove´m gradientu. Na u´rovni cele´ rostliny byla imuno-
lokalisac´ı potvrzena odliˇsna´ exprese dvojice P16 a P17 (hlavneˇ starsˇ´ı listy
v senescentn´ı fa´zi) oproti dvojici P18 a P19 (s maximem beˇhem kveˇtn´ı in-
dukce prˇi zalozˇen´ı 13. listu). Exprese prvn´ı dvojice je za´rovenˇ vysˇsˇ´ı nezˇ druhe´
dvojice. Dvojice P16 a P17 byla oznacˇena jako DREPP1, resp. DREPP2,
dvojice P18 a P19 pak jako DREPP3, resp. DREPP4. Sekvence genuDREPP3
nen´ı anotova´na v databa´z´ıch.
Tyto studie jsou prvn´ı a pro dalˇs´ıch deset let i posledn´ı konkre´tneˇjˇs´ı infor-
mace o proteinech rodiny DREPP. U´trzˇkovite´ zmı´nky, zvla´sˇteˇ o homologu
proteinu DREPP z Arabidopsis thaliana, beˇhem te´to doby pocha´zej´ı nejvy´sˇe
z r˚uzny´ch proteomicky´ch analy´z zaby´vaj´ıc´ıch se plasmatickou membra´nou.
Intenzivneˇjˇs´ı studium protein˚u rodiny DREPP se opeˇt rozb´ıha´ azˇ v neˇkolika
posledn´ıch letech.
1.3.2 Objev proteinu PCaP1
Na pocˇa´tku roku 2007 publikoval japonsky´ ty´m Masayoshi Maeshimi studii
popisuj´ıc´ı novy´ protein Arabidopsis thaliana PCaP1 (plasma-membrane as-
sociated cation-binding protein, Ide et al. (2007)), ktery´ identifikovali na
za´kladeˇ sekvencˇn´ı analogie s prˇedt´ım popsany´m proteinem rˇedkvicˇky Rap-
hanus sativus RVCaBP (Radish vacuole Ca2+-binding protein). U tohoto
proteinu popsali jeho schopnost va´zat va´penate´ kationty a podobne´ vlast-
nosti prˇedpokla´dali i u proteinu PCaP1. Oba proteiny sd´ıl´ı opakuj´ıc´ı se
variace na sekvencˇn´ı motiv VEEKK a vynikaj´ı vysoky´m obsahem lysinu
a glutama´tu. Protein PCaP1 je zrˇejmy´m homologem taba´kovy´ch protein˚u
DREPP. Odhaleny´m vlastnostem proteinu PCaP1 bude veˇnova´na zvla´sˇtn´ı
kapitola.
1.3.3 Objev proteinu MAP18
Dva meˇs´ıce po publikaci objevu proteinu PCaP1 prˇicha´z´ı cˇ´ınsky´ ty´m Minga
Yuana s popisem zcela nove´ho proteinu Arabidopsis thaliana interaguj´ıc´ıho
s mikrotubuly – MAP18 (Microtubule-associated protein 18, Wang et al.
(2007)), ktery´ byl opeˇt objeven prˇi hleda´n´ı sekvencˇn´ıch analogi´ı. Tentokra´t
byla hleda´na opeˇt prˇ´ıtomnost sekvencˇn´ıho repetitivn´ıho motivu KKEE, ale
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jako motivu, ktery´ je typicky´ pro neura´ln´ı protein interaguj´ıc´ı s mikrotubuly
MAP1B a je zodpoveˇdny´ za jeho vazbu na mikrotubuly. Schopnost proteinu
interagovat s mikrotubuly cˇ´ınsky´ ty´m na´sledneˇ doka´zal. Recentneˇ popisuje
tento protein i japonsky´ ty´m Masayoshi Maeshimi jako PCaP2 na za´kladeˇ
homologie s PCaP1 (Kato et al., 2010a). Prˇehled popsany´ch za´stupc˚u rodiny
DREPP je uveden v tabulce 1.1.
Tabulka 1.1: Prˇehled popsany´ch protein˚u rodiny DREPP
Protein gen synonyma organismus citace
DREPP1 DREPP1 P16, NtP16 N. tabacum Logan et al. (1997)
DREPP2 DREPP2 P17, NtP16’ N. tabacum Logan et al. (1997)
DREPP3 neanotova´n P18 N. tabacum Gantet et al. (1996)
DREPP4 DREPP4 P19, NtP18’C4 N. tabacum Gantet et al. (1996)
PCaP1 At4g20260 A. thaliana Ide et al. (2007)
MAP18 At5g44610 PCaP2 A. thaliana Wang et al. (2007),
Kato et al. (2010a)
1.4 Vlastnosti protein˚u rodiny DREPP
1.4.1 Expresn´ı profily
Orga´nova´ specificita exprese
Exprese DREPP u taba´ku Jak jizˇ bylo zmı´neˇno vy´sˇe, u taba´ku exis-
tuj´ı dveˇ dvojice homolog˚u proteinu DREPP, ktere´ se poneˇkud liˇs´ı expes-
n´ımi profily, jezˇ byly z´ıska´ny Northern blotem. Exprese DREPP1/2 kulmin-
uje zejme´na v senescentn´ıch listech. Da´le byla zaznamena´na te´zˇ v kveˇtech
a v male´ mı´ˇre te´zˇ v korˇenech (Logan et al., 1997). Naproti tomu exprese
DREPP3/4 dosahuje maxima v mlady´ch listech beˇhem kveˇtn´ı indukce, ktera´
je spojova´na se zalozˇen´ım 13. listu. V pozdeˇjˇs´ıch fa´z´ıch vy´voje exprese klesa´.
Gen se exprimuje ve vsˇech orga´nech pry´tu, transkript vsˇak nebyl detekova´n
v korˇenech (Gantet et al., 1996). Mnozˇstv´ı prˇ´ıslusˇny´ch protein˚u stanovene´
Western blotem koreluje s hladinou transkriptu, hlavn´ı regulace exprese
prob´ıha´ tud´ızˇ na u´rovni transkripce. Prˇ´ıbuzny´ homolog k pa´ru DREPP1/2
v bramboru vykazuje zvy´sˇene´ zastoupen´ı v peridermis bramborovy´ch hl´ız ve
srovna´n´ı s parenchymem (Barel & Ginzberg, 2008).
Exprese PCaP1 u husen´ıcˇku Exprese PCaP1 byla zkouma´na pomoc´ı
fu´ze jeho promotoru s GUS reporte´rem a porovna´va´na s vy´sledky real-time
PCR. Exprese byla detekova´na ve vsˇech orga´nech, hlavneˇ v listech. Nizˇsˇ´ı
byla v korˇenove´ sˇpicˇce (s vy´jimkou tranzitn´ı zo´ny), v kveˇtech a sˇesˇul´ıch.
Cˇasovy´m vy´vojem exprese se autorˇi nezaby´vali (Ide et al., 2007).
Exprese MAP18 u husen´ıcˇku Cˇ´ınsky´ ty´m (Wang et al., 2007) vysˇetrˇo-
val expresi MAP18 pomoc´ı GUS reporte´rove´ho syste´mu fu´zovane´ho s frag-
mentem promotoru de´lky 2172 bp prˇed iniciacˇn´ım kodonem. Silnou ex-
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presi MAP18 zaznamenali v korˇenech s vy´jimkou korˇenove´ sˇpicˇky, v hy-
pokotylu, v deˇloha´ch a v kveˇtech a naopak konstrukt se neexprimoval v lis-
tech ani ve stonku s vy´jimkou trichomu˚. Radika´lneˇ odliˇsny´ expresn´ı profil
vsˇak z´ıskal japonsky´ ty´m (Kato et al., 2010a), ktery´ zkoumal fragment pro-
motoru s prˇesahem do prˇekla´dane´ oblasti -2070 bp azˇ 15 bp a posle´ze deteko-
val glukuronidasovou aktivitu pouze v korˇenovy´ch vla´sc´ıch a pylove´ la´cˇce.
Prˇ´ıcˇiny nesouladu autorˇi hloubeˇji nediskutuj´ı. Tka´nˇovou lokalisaci protein˚u
rodiny DREPP shrnuje tabulka 1.2.
Tabulka 1.2: Exprese gen˚u rodiny DREPP
Gen silneˇ exprimova´n slabeˇ neexprimova´n citace
NtDREPP1/2 senescentn´ı listy, me´neˇ kveˇty stonek, korˇeny — Logan et al. (1997)
NtDREPP3/4 kveˇty a mlade´ listy prˇi
kveˇtn´ı indukci, pozdeˇji klesa´
pry´t korˇeny Gantet et al. (1996)
AtPCaP1 vsˇechny orga´ny, hlavneˇ listy kveˇty, plody — Ide et al. (2007)
AtMAP18 korˇen, hypokotyl, deˇlohy,
trichomy, kveˇt, ce´vn´ı svazky;
listy, stonek,
korˇenova´ sˇpicˇka
Wang et al. (2007)
pouze korˇenove´ vla´sky a
pylova´ la´cˇka
deˇlohy, listy. . . Kato et al. (2010a)
Expresn´ı odpoveˇd’ na vneˇjˇs´ı stimuly
Exprese PCaP1 Nejveˇtsˇ´ı na´rust exprese tohoto genu v odpoveˇdi na vneˇjˇs´ı
podneˇty byl u husen´ıcˇku prˇekvapiveˇ zaznamena´n prˇi zvy´sˇen´ı koncentrace
Cu2+ v me´diu Ide et al. (2007). Expresi da´le zvysˇovala prˇ´ıtomnost bakter-
ia´ln´ıho oligopeptitu flagellinu, mannitol a sorbitol a deficit horˇcˇ´ıku (tabulka
1.3). Tang et al. (2008) detekovali zvy´sˇen´ı exprese PCaP1 brassinosteroidy.
Protein, ktery´ identifikovali na SDS-PAGE jako PCaP1, migroval prˇi 56 kDa,
cozˇ je pozoruhodne´, nebot’ dle vsˇech ostatn´ıch prac´ı migruje tento protein
prˇi 36 kDa. Overexpres´ı PCaP1 vsˇak cˇa´stecˇneˇ kompenzovali zakrsly´ feno-
typ mutanta det2. U prˇ´ıbuzne´ halofytn´ı rostliny Thellungiella salsuginea se
exprese homologu PCaP1 zvysˇovala 3x, resp. 4x po dlouhodobe´m vlivem
chladu, resp. sucha (nikoli vsˇak vlivem zasolen´ı, Wong et al. (2006)).
Exprese MAP18 Tento gen vykazoval mnohem silneˇjˇs´ı mı´ru odpoveˇdi
na vneˇjˇs´ı signa´ly Kato et al. (2010a). Z iont˚u nejv´ıce zvysˇoval expresi Na+,
me´neˇ Mn2+ a K+, ostatn´ı ionty vcˇetneˇ Cu2+ vykazovaly slaby´ efekt, avsˇak
v pr˚umeˇru silneˇjˇs´ı ve srovna´n´ı s PCaP1. Srovnatelny´ efekt jako sodny´ iont
meˇla dehydratace a chladovy´ stres, polovicˇn´ı efekt pak fytohormony (ABA
a GA3) a mannitol (tabulka 1.4).
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Tabulka 1.3: Exprese genu PCaP1 u Arabidopsis thaliana pod vlivem vneˇjˇs´ıch stimul˚u (po 18 h)
Silne´ zvy´sˇen´ı slabe´ zvy´sˇen´ı bez efektu slabe´ sn´ızˇen´ı
CuCl2 (0,1 mM) CaCl2 (50 mM) CaCl2 (5 mM) dehydratace
flagellin (10 µM) NaCl (50 mM) KCl (50 mM) MgCl2 (50 mM)
mannitol (150 mM) deficit MgCl2 (0,75 mM) 4°C cˇi 36°C
sorbitol (50 mM) kys. salicylova´ (100 µM)
brassinolid (100 nM) kys. abscisova´ (100 µM)
kys. giberellova´ 3 (100 µM)
glukosa (150 mM)
sacharosa (150 mM)
1 Prˇevzato z Ide et al. (2007) a Tang et al. (2008).
Tabulka 1.4: Exprese genu MAP18 u Arabidopsis thaliana pod vlivem vneˇjˇs´ıch stimul˚u (po 18 h)
Silne´ zvy´sˇen´ı slabe´ zvy´sˇen´ı bez efektu
NaCl (100 mM) ZnCl2 (1 mM) CaCl2 (5 mM)
mannitol (150 mM) KCl (100 mM) teplo 36°C
chlad 4°C MgCl2 (100 mM) CuCl2 (0,1 mM)
dehydratace FeCl2 (0,5 mM) kyselina salicylova´ (100 µM)
MnCl2 (5 mM) kys. giberellova´ 3 (100 µM) NiCl2 (0,5 mM)
kys. abscisova´ (100 µM) CdCl2 (0,01 mM)
CoCl2 (5 mM)
1 Prˇevzato z Kato et al. (2010a).
1.4.2 Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace protein˚u rodiny DREPP
Lokalisace protein˚u DREPP u taba´ku Lokalisace taba´kovy´ch pro-
tein˚u rodiny DREPP byla vysˇetrˇova´na pomoc´ı Western blot˚u a vy´sledky
ukazuj´ı jednoznacˇneˇ na lokalisaci vsˇech homolog˚u na plasmaticke´ membra´neˇ
(Gantet et al., 1996; Logan et al., 1997).
Lokalisace proteinu PCaP1 u husen´ıcˇku Lokalisace tohoto pro-
teinu se zda´ by´t identicka´ s lokalisac´ı taba´kovy´ch homolog˚u. Lokalisaci na
plasmaticke´ membra´neˇ potvrzuj´ı jak vy´sledky proteomicky´ch studi´ı plasma-
ticke´ membra´ny (Marmagne et al., 2004), tak i c´ılene´ imunodetekce proteinu
v jednotlivy´ch frakc´ıch z´ıskany´ch ultracentrifugac´ı mikrosomu˚ na sacharoso-
ve´m gradientu (Ide et al., 2007). Lokalisace byla potvrzena pomoc´ı fluores-
cencˇn´ıho konstruktu PCaP1-GFP (Marmagne et al., 2004; Ide et al., 2007).
Testova´ny byly dva typy GFP-fu´ze, GFP-PCaP1 i PCaP1-GFP. Membra´-
nova´ distribuce byla zaznamena´na pouze u varianty PCaP1-GFP, druha´
varianta vykazovala typickou cytoplasmatickou distribuci, cozˇ souvis´ı s myris-
tilac´ı protein˚u popsanou v na´sleduj´ıc´ı kapitole. Exprese konstrukt˚u byla
testova´na v transientneˇ transformovany´ch suspenzn´ıch bunˇka´ch i v korˇenech
Arabidopsis thaliana (Ide et al., 2007).
Asociace s membra´novy´mi mikrodome´nami Proteiny rodiny DREPP
byly opakovaneˇ dolozˇeny z detergentuvzdorne´ frakce plasmaticke´ membra´ny
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(DRM, nerozpustne´ po 30 min extrakce v 1% Tritonu X-100 prˇi 4°C) z korˇen˚u
Medicago truncatula (Lefebvre et al., 2007), ze suspenz´ıch taba´kovy´ch buneˇk
BY-2 (DREPP2, Morel et al. (2006)) a z buneˇcˇne´ suspenze i cely´ch se-
mena´cˇk˚u Arabidopsis thaliana (Kierszniowska et al., 2009; Minami et al.,
2009). Prˇ´ıtomnost proteinu PCaP1 v DRM je za´visla´ na prˇ´ıtomnosti sterol˚u
v membra´neˇ, nebot’ osˇetrˇen´ı membra´ny methyl-β-cyklodextrinem zp˚usobuje
uvolneˇn´ı proteinu z DRM (rˇada protein˚u vsˇak z˚usta´va´ v DRM i po osˇetrˇen´ı
mβcd, Kierszniowska et al. (2009)). Zmeˇna zastoupen´ı proteinu v DRM v pr˚u-
beˇhu chladove´ aklimace nebyla proka´za´na (Minami et al., 2009), prˇestozˇe
prˇedchoz´ı studie zameˇrˇena´ na proteom celkove´ plasmaticke´ membra´ny de-
tekovala prˇechodny´ na´rust jeho exprese v prvn´ım dnu chladove´ aklimace
rostlin (Kawamura & Uemura, 2003).
Asociace s membra´nou je velmi stabiln´ı K disociaci proteinu PCaP1
z plasmaticke´ membra´ny nedocha´z´ı po zvy´sˇen´ı iontove´ s´ıly (100 mM KCl,
NaCl) ani po prˇida´n´ı mocˇoviny (2 M). Ionty Mg2+ a Ca2+ reversibilneˇ labil-
isuj´ı vazbu proteinu na membra´nu prˇi koncentrac´ıch vysˇsˇ´ıch nezˇ 10 mM, cozˇ
je ovsˇem v´ıce, nezˇ je jejich fyziologicka´ koncentrace (Ide et al., 2007). K efek-
tivn´ı disociaci proteinu od membra´ny docha´z´ı azˇ v basicke´m prostrˇed´ı 100
mM Na2C03, a po neutralisaci roztoku docha´z´ı k opeˇtovne´ reasociaci. Sol-
ubilisace proteinu bylo takte´zˇ dosazˇeno prˇi extrakci membra´ny 1% TX-100
prˇi pokojove´ teploteˇ (Nagasaki et al., 2008).
Va´zˇe MAP18 mikrotubuly i plasmatickou membra´nu? Studiem
proteinu MAP18 se zrˇetelem na interakci tohoto proteinu s mikrotubuly
se zaby´val Wang et al. (2007). Interakce byla doka´za´na jak kosedimentac´ı
proteinu s mikrotubuly polymerizovany´mi in vitro, tak imunolokalisac´ı pro-
teinu ve rhizoderma´ln´ıch bunˇka´ch Arabidopsis thaliana. Protein MAP18 byl
pr˚ukazneˇ distribuova´n do klastr˚u kolokalisuj´ıc´ıch s mikrotubuly. In vitro
se va´zal pode´l cele´ho mikrotubula´rn´ıho vla´kna. Interakci tohoto proteinu
s plasmatickou membra´nou, ktera´ je predikovatelna´ na za´kladeˇ sekvencˇn´ı
homologie s proteinem PCaP1, potvrdil pomoc´ı MAP18-GFP azˇ Kato et al.
(2010a). Za´rovenˇ vsˇak byla, podobneˇ jako u proteinu PCaP1, pozorova´na ho-
mogenn´ı distribuce fluorescencˇn´ıho proteinu v cele´ plasmaticke´ membra´neˇ,
cozˇ jednoznacˇneˇ nepotvrzuje jeho mikrotubula´rn´ı asociaci, detekovanou imu-
nofluorescencˇneˇ. Kato et al. (2010a) zd˚uvodnˇuj´ı diskrepanci mozˇny´m ster-
icky´m blokacˇn´ım efektem GFP na interakci s mikrotubuly, avsˇak v sˇirsˇ´ıch
diskus´ıch potencia´ln´ı schopnost protein˚u rodiny DREPP interagovat s cyto-
skeletem opomı´jej´ı.
1.4.3 Struktura a vlastnosti protein˚u rodiny DREPP
Migrace protein˚u na SDS-PAGE Elektroforeticka´ molekulova´ hmot-
nost proteinu PCaP1 se pohybuje okolo 36 kDa (Ide et al., 2007; Minami et al.,
2009; Nagasaki et al., 2008), cozˇ je vy´razneˇ v´ıce, nezˇ je jeho skutecˇna´ mole-
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Tabulka 1.5: Vlastnosti protein˚u rodiny DREPP
Protein nukleotidova´ de´lka de´lka peptidu hmotnost isoelektricky´ bod mobilita
bp (vcˇetneˇ stop kodonu) aa kDa pI kDa
NtDREPP1 648 215 22,9 4,66 34
NtDREPP2 699 232 24,4 4,74 32
NtDREPP3 neanotova´n
NtDREPP4 594 197 21,3 4,66 22
AtPCaP1 678 225 24,6 4,65 36
AtMAP18 507 168 18,5 4,57 43
1 molekulove´ hmotnosti a isoelektricke´ body byly spocˇ´ıta´ny programem pepstat z bal´ıku EMBBOSS
http://emboss.sourceforge.net/.
kulova´ hmotnost (tabulka 1.5). Isoelektricky´ bod na 2D-SDS-PAGE odpov´ıda´
teoreticke´ hodnoteˇ (Minami et al., 2009). U proteinu MAP18 byl zazna-
mena´n dokonce dvojna´sobny´ pokles elektroforeticke´ mobility, rekombinantn´ı
protein v E. coli i prˇirozeny´ protein byly imunodetekova´ny jako pruhy
o velikosti 43 kDa (Wang et al., 2007; Kato et al., 2010a). Podobneˇ pro-
teiny DREPP 1 a 2 migrovaly prˇi 34, resp. 32 kDa, naproti tomu protein
DREPP4 migroval prˇi 22 kDa v souladu s prˇedpoveˇd´ı (Gantet et al., 1996;
Logan et al., 1997). Toto chova´n´ı zd˚uvodnˇuj´ı autorˇi neobvyklou prima´rn´ı
strukturou protein˚u s vysoky´m obsahem aminokyselin K a E.
Proteiny rodiny DREPP va´zˇou Ca2+ Rekombinantn´ı proteiny PCaP1
a MAP18 byly prˇipraveny v E. coli a pomoc´ı radioaktivn´ıho 45Ca2+ byla
doka´za´na jejich schopnost va´zat va´penate´ kationty, ktera´ byla zachova´na i
v prˇ´ıtomnosti vysoke´ koncentrce kompetuj´ıc´ıch kationt˚u K+ a Mg2+ a nekle-
sala ani prˇi denaturaci protein˚u teplotou 95°C (Ide et al., 2007; Kato et al.,
2010a).
Tercia´ln´ı strukturu PCaP1 zajiˇst’uj´ı koordinovane´ ionty Prˇi-
da´n´ı CuCl2 k rekombinantn´ımu proteinu vede k poklesu fluorescence jeho
tryptofanovy´ch a tyrosinovy´ch residu´ı zp˚usobene´ konformacˇn´ı zmeˇnou pro-
teinu, ktera´ se projevuje i zmeˇnou sˇteˇpitelnosti proteinu protea´zami. Prˇi-
da´n´ı iont˚u K+, Ca2+, Mg2+, Co2+ cˇi Sr2+ nevykazovalo srovnatelny´ efekt.
Naproti tomu ionty Ca2+, Mg2+, tak jako Cu2+, zvysˇuj´ı molekulovou velikost
proteinu prˇi analyticke´ gelove´ filtraci, meˇn´ı tedy jeho konformaci. Meˇrˇen´ı
spekter cirkula´rn´ıho dichroismu odhalilo, zˇe prˇida´n´ı meˇd’naty´ch kationt˚u
ovlivnˇuje pouze tercia´ln´ı strukturu proteinu, nikoli sekunda´rn´ı. V sekunda´rn´ı
strukturˇe byl detekova´n signa´l α-helixu a nestrukturovany´ch oblast´ı a nebyly
detekova´ny zˇa´dne´ β-struktury. Prˇi zvysˇova´n´ı teploty rostl pod´ıl nestruktur-
ovany´ch oblast´ı. Efekt prˇida´n´ı meˇd’naty´ch iont˚u na sekunda´rn´ı strukturu,
ktery´ nebyl pozorova´n prˇi beˇzˇny´ch teplota´ch, se vsˇak zacˇ´ına´ projevovat
prˇi vysˇsˇ´ıch teplota´ch, urychluje se denaturace proteinu. Molekula proteinu
PCaP1 je schopena va´zat azˇ 6 iont˚u Cu2+ (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008).
Proteiny rodiny DREPP jsou myristylova´ny N-termina´ln´ı konec
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sekvenc´ı protein˚u rodiny DREPP obsahuje konzervovany´ motiv ’M-G-X-X-
X-S-K’, ktery´ je signa´lem pro N-termina´ln´ı myristylaci2. Ta byla doka´za´na
in vitro u proteinu PCaP1. Mutace glycinu alaninem znemozˇnˇuje myristy-
laci a relokalisuje protein z plasmaticke´ membra´ny do cytoplasmy(PCaP1 i
MAP18). Zablokova´n´ım myristylace lze vysveˇtlit i cytoplasmatickou lokali-
saci konstruktu GFP-PCaP1. Fragment prvn´ıch 27 aminokyselin (PCaP11−27-
GFP) vykazuje takte´zˇ membra´novou lokalisaci, lze tedy konstatovat, zˇe pro
membra´novou lokalisaci proteinu dostacˇuje jeho N-termina´ln´ı dome´na, je-li
myristylova´na (Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).
N-termina´ln´ı dome´na va´zˇe PtdInsPs N-termina´ln´ı dome´na protein˚u
PCaP1 i MAP18 (23 aminokyselin na´sleduj´ıc´ıch za myristylacˇn´ım mı´stem) je
schopna interagovat s fosforylovany´mi fosfatidylinositoly, dle klesaj´ıc´ı afinity
v porˇad´ı PtdIns(3,4,5)P3 ∼ PtdIns(3,5)P2 > PtdIns(3,4)P2 ∼ PtdIns(4,5)P2
>> PtdInsP >> PtdIns. Du˚kaz byl proveden in vitro s proteiny prˇiprave-
ny´mi v E. coli (Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).
Ca2+-kalmodulin inhibuje interakci s PtdInsPs Vazbu protein˚u
MAP18 a PCaP1 k PtdInsPs lze u´cˇinneˇ blokovat komplexem kalmodulinu
s va´penaty´mi kationty. Samotny´ kalmodulin vsˇak interakci neovlivnˇuje a
pouhe´ va´penate´ ionty zp˚usobuj´ı disociaci azˇ v koncentraci > 1 mM, cozˇ
prˇevysˇuje fyziologicke´ rozpeˇt´ı koncentrac´ı. Vazba protein˚u na plasmatickou
membra´nou nen´ı komplexem Ca2+-kalmodulin ovlivnˇova´na a docha´z´ı tud´ızˇ
pouze k jej´ı modulaci prostrˇednictv´ım regulovatelne´ interakce s PtdInsPs
(Nagasaki et al., 2008; Kato et al., 2010a).
MAP18 destabilisuje mikrotubuly Interakci proteinu MAP18 s mi-
krotubuly nasveˇdcˇuj´ı i kineticka´ pozorova´n´ı inhibicˇn´ıho efektu MAP18 na
polymeraci mikrotubul˚u in vitro (Wang et al., 2007). Nav´ıc, overexprese i
degradace transktriptu MAP18 pomoc´ı RNAi zrˇetelneˇ ovlivnˇuje morfologii
rostlin. Naprˇ´ıklad overexprese zp˚usobuje levotocˇive´ zkrucova´n´ı korˇen˚u, in-
hibuje elongaci korˇen˚u a narusˇuje tvorbu lalok˚u buneˇk listove´ epidermis
(bunˇky jsou veˇtsˇ´ı). Fenotyp je zp˚usoben porusˇen´ım usporˇa´da´n´ı cytoskeletu,
nebot’ mikrotubuly buneˇk elongacˇn´ı zony maj´ı zrˇetelneˇ narusˇenou trans-
verza´ln´ı orientaci a za´rovenˇ s´ıla exprese MAP18 koreluje se zvysˇova´n´ım
citlivosti rostlin ke droga´m destabilisuj´ıc´ım mikrotubuly (oryzalin, propy-
zamid). Funkce MAP18 by tud´ızˇ mohla souvist s destabilisac´ı mikrotubul˚u
(Wang et al., 2007).
DREPP, mykorhiza a prˇ´ıjem fosforu Homolog protein DREPP byl
identifikova´n takte´zˇ prˇi studiu proteomu plasmaticke´ membra´ny Medicago
truncatula (Valot et al., 2006) a bylo zjiˇsteˇno, zˇe jeho exprese klesa´ o 50 %
prˇi kolonisaci korˇen˚u arbuskula´rn´ı mykorhizn´ı houbou Glomus intraradices
a za´rovenˇ klesa´ o 30 % po prˇida´n´ı fosfa´t˚u do substra´tu. Protein DREPP by
mohl regulovat morfogenezi korˇen˚u v reakci na dostupnost zˇivin a mykorhizu
2Peptidova´ vezba mezi methioninem a glycinem je rozsˇteˇpena a nahrazena vazbou
myristylove´ho residua.
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(Valot et al., 2005).
MAP18 a arsen Zvy´sˇen´ı exprese proteinu MAP18 bylo detekova´no prˇi
kultivaci rostlin na mediu s arsenicˇnany (Abercrombie et al., 2008), jejichzˇ
toxicke´ p˚usoben´ı spocˇ´ıva´ v blokaci prˇ´ıjmu fosfa´t˚u. Funkce MAP18 by tak
opeˇt mohla souviset s morfologicky´m prˇizp˚usobova´n´ım korˇen˚u na nedostatek
fosfa´tu.
1.5 Vlastnosti fosforylovany´ch fosfatidylinositol˚u
Fosforylovane´ fosfatidylinositoly (PtdInsPs) jsou vy´znamnou signa´ln´ı kom-
ponentou bunˇky a figuruj´ı v rˇadeˇ na prvn´ıch pohled nesouvisej´ıc´ıch proces˚u –
u rostlin reguluj´ı va´cˇkovy´ transport a apika´ln´ı r˚ust buneˇk, ale trˇeba i reakci na
osmoticky´ stres a poraneˇn´ı rostliny (prˇehledneˇ zpracova´va´ van Leeuwen et al.
(2004), Heilmann (2009), Thole & Nielsen (2008), Ischebeck et al. (2010),
Munnik & Testerink (2009)). Proteiny rodiny DREPP jsou efektory teˇchto
signa´ln´ıch molekul a jsou potencia´lneˇ schopny va´zat r˚uzne´ isomery PtdInsPs.
Potvrzen´ı relevance interakc´ı s konkre´tn´ımi isomery vsˇak nebylo ucˇineˇno,
proto na na´sleduj´ıc´ıch neˇkolika strana´ch strucˇneˇ shrnuji za´kladn´ı poznatky
o vsˇech isomerech PtdInsPs vyskytuj´ıc´ıch se v rostlina´ch.
1.5.1 Ktere´ PtdInsPs jsou prˇ´ıtomny v rostlina´ch?
Sˇiroke´ spektrum funkc´ı PtdInsPs je umozˇneˇno vysokou diversitou jejich
isomer˚u. V rostlina´ch se prokazatelneˇ vyskytuje PtdIns3P, PtdIns4P, Pt-
dIns(4,5)P2 a PtdIns(3,5)P2. Naopak nebyl proka´za´n isomer PtdIns(3,4,5)P3,
ktery´ je zna´m ze zˇivocˇiˇsne´ rˇ´ıˇse. Bylo sice uka´za´no, zˇe fosfatidylinositol-4-
fosfa´t 5-kina´za (AtPIP5K1 ) je schopna tvorˇit jak PtdIns(4,5)P2, tak i Pt-
dIns(3,4,5)P3 prˇi overexpresi ve hmyz´ıch bunˇka´ch (Elge et al., 2001), u ros-
tlin se vsˇak zrˇejmeˇ nevyskytuje nezbytny´ prekurzor PtdIns(3,4)P2. Jeho
existence byla zprvu uva´deˇna (Brearley & Hanke, 1995), ale po objevu Pt-
dIns(3,5)P2 (Meijer et al., 1999) byly prˇedchoz´ı za´veˇry oznacˇeny za chybne´
(Munnik & Testerink, 2009). Na druhou stranu vsˇak byla publikova´na schop-
nost enzymu AtPIP5K1 tvorˇit PtdIns(3,4)P2 in vitro (Westergren et al.,
2001) a Mikami et al. (2009) referuj´ı o pokusu identifikovat tento isomer po-
moc´ı fluorescencˇn´ıch konstrukt˚u s afinitou k r˚uzny´m PtdInsPs u ruduchy
Porphyra. Jejich vy´sledky vsˇak p˚usob´ı poneˇkud ned˚uveˇryhodneˇ. Kuse´ infor-
mace jsou i o isomeru PtdIns5P, jezˇ by meˇl by´t tvorˇen fosfata´zami z bisfos-
forylovany´ch prekurzor˚u (Ischebeck et al., 2010).
Zrˇejma´ obt´ızˇna´ interpretovatelnost vy´sledk˚u pramen´ı z komplikovanosti stu-
dia PtdInsPs, ktere´ vyuzˇ´ıva´ trˇech za´kladn´ıch prˇ´ıstup˚u: prvn´ım z nich je
prˇ´ıma´ chromatograficka´ analy´za lipid˚u znacˇeny´ch radioaktivn´ım fosforem
pomoc´ı TLC na´sledovana´ deacylac´ı lipid˚u a analy´zou volny´ch fosfoinos-
itol˚u pomoc´ı HPLC. Prˇ´ıtomnost isomeru je dokazova´na jeho schopnost´ı
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by´t fosforylova´n specificky´mi PIP kina´zami in vitro. U´skal´ım tohoto prˇ´ıs-
tupu je n´ızka´ abundance PtdInsPs v bunˇce (me´neˇ nezˇ 1 % z celkove´ho
obsahu fosfolipid˚u; obsah nefosforylovane´ho PtdIns se pohybuje okolo 5 %
(Furt et al., 2010)). Druhy´m prˇ´ıstupem je detekce PtdInsPs in vivo pomoc´ı
fluorescencˇn´ıch sond s dome´nami va´zaj´ıc´ımi specificky vybrany´ isomer (PH,
FYVE a pod.). Nebezpecˇ´ım je nepredikovatelnost chova´n´ı sondy prˇi overex-
presi v bunˇce. Posledn´ım prˇ´ıstupem je geneticky´ prˇ´ıstup, ktery´ se zameˇrˇuje
na studium jednotlivy´ch kina´z a fosfata´z konvertuj´ıc´ıch jednotlive´ isomery
PtdInsPs. Jejich aktivity in vitro a in vivo vsˇak mohou by´t odliˇsne´ a mutace
mı´vaj´ı cˇasto pleiotropn´ı efekt.
1.5.2 Vlastnosti jednotlivy´ch PtdInsPs
PtdIns3P rˇ´ıd´ı transport mezi endosomem a vakuolou
Vznik Fosforylaci PtdIns v pozici 3 zajiˇst’uje u Arabidopsis thaliana i
Physcomitrella patens pouze jediny´ enzym fosfatidylinositol 3-kina´za (PI3K,
gen VPS34, Ischebeck et al. (2010)). Rostliny nesouc´ı mutaci v tomto genu
nelze izolovat v homozygotn´ım stavu a heterozygoti maj´ı 30% mortalitu
pylu beˇhem prvn´ı mitosy. Zby´vaj´ıc´ı vytvorˇeny´ pyl nesouc´ı mutantn´ı alelu
vykazuje abnormality prˇi kl´ıcˇen´ı pylove´ la´cˇky (Lee et al., 2008b).
Lokalisace Dome´na FYVE specificky va´zˇe PtdIns3P a konstrukt YFP-
2xFYVE byl s u´speˇchem pouzˇit k lokalisaci PtdIns3P. V transientneˇ trans-
formovany´ch protoplastech se podarˇilo visualisovat drobne´ va´cˇky, vakuolu
a prevakuola´rn´ı kompartmenty (Kim et al., 2001). Podobna´ distribuce byla
nalezena v epidermis stabilneˇ transformovane´ Arabidopsis, avsˇak v korˇenech
stejny´ch rostlin a stabilneˇ transformovany´ch bunˇka´ch BY-2 byly nalezeny
pouze drobne´ va´cˇkove´ struktury pohybuj´ıc´ı se po aktinove´m cytoskeletu
(Vermeer et al., 2006). Va´cˇky parcia´lneˇ kolokalisovaly s endocyticky´m mark-
erem FM4-64, silneˇ s endosoma´ln´ım (prevakuola´rn´ım) markerem AtRabF2b
a vyskytovaly se cˇasto v bl´ızkosti markeru Golgiho apara´tu STtmd. V deˇl´ıc´ıch
se bunˇka´ch byl marker 2xFYVE lokalisova´n ve va´cˇc´ıch okolo vneˇjˇs´ıho okraje
fragmoplastu.
Funkce Konstrukt GFP-2xFYVE lze za´rovenˇ pouzˇ´ıt jako parcia´ln´ı in-
hibitor PtdIns3P. Stabilneˇ transformovane´ bunˇky BY-2 se stav snazˇily kom-
penzovat dvojna´sobnou hladinou PtdIns3P (Vermeer et al., 2006). U Ara-
bidopsis thaliana byl inhibova´n r˚ust korˇenovy´ch vla´sk˚u u´meˇrneˇ expresi kon-
struktu (Lee et al., 2008a). Aplikace LY294002, specificke´ho inhibitoru PI3-
kina´zy, neza´visle potvrzuje vy´znam PtdIns3P pro r˚ust korˇenove´ho vla´sku.
Osˇetrˇen´ı inhibitorem beˇhem neˇkolika minut deaktivuje cˇinnost apexu vla´sku.
Nebyla vsˇak narusˇena endocytosa, ale zablokova´na trasa z endosomu do
vakuoly, cozˇ druhotneˇ u´stilo v kumulaci endocyticky´ch va´cˇk˚u. PtdIns3P se
tedy pod´ıl´ı na rˇ´ızen´ı va´cˇkove´ho transportu smeˇrˇuj´ıc´ıho do vakuoly, mimo
to vsˇak reguluje i tvorbu intracelula´rn´ıch reaktivn´ıch forem kysl´ıku (ROS)
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nezbytny´ch pro apika´ln´ı r˚ust (Lee et al., 2008a) a osmotickou stresovou
odpoveˇd’ (Leshem et al., 2007). Produkce ROS je zprostrˇedkova´va´na kom-
plexem NADPH oxida´zy, ktery´ je beˇhem osmoticke´ho stresu endocytova´n
a v endosoma´ln´ıch kompartmentech aktivova´n vazbou na PtdIns3P. Velmi
komplexn´ı regulace byla popsa´na ve sveˇrac´ıch bunˇka´ch pr˚uduch˚u: hormon
ABA stimuluje synthesu PtdIns3P a PtdIns4P, ktere´ iniciuj´ı tvorbu ROS.
Reaktivn´ı formy kysl´ıku prˇ´ımo reguluj´ı hladinu Ca2+ v cytoplasmeˇ otev´ıra´-
n´ım iontovy´ch kana´l˚u. Vy´sledkem zvy´sˇen´ı cytosolicke´ koncentrace Ca2+ je
uzavrˇen´ı pr˚uduchu (Jung et al., 2002) a reorganisace aktinove´ho cytoskeletu
(Choi et al., 2008).
PtdIns(3,5)P2 zprostrˇedkova´ fragmentaci vakuoly
Vznik PtdIns(3,5)P2 vznika´ fosforylac´ı PtdIns3P kina´zou Fab1, ktera´
je u rostlin reprezentova´na cˇtyrˇmi paralogy, z nichzˇ jen dva maj´ı FYVE
dome´nu a jsou schopny va´zat PtdIns3P. FAB1 se prˇednostneˇ exprimuje
v pylu, semenech a senescentn´ıch listech, expreseFAB2 je va´za´na na zo´nu
korˇenovy´ch vla´sk˚u, pyl a tycˇinky. Mutace v jednom z gen˚u se projevuje
u homozygot˚u pouze kaderˇavost´ı list˚u, dvojita´ mutace vsˇak vede k nezˇiv-
otaschpnosti pylu.
Funkce Fenotyp dvojite´ho mutanta fab1a/fab1b odpov´ıda´ fenotypu mu-
tant˚u v genu VPS34 pro enzym PI3K, tud´ızˇ letalita pylu popisovana´ prˇi
absenci PtdIns3P prˇ´ımo souvis´ı s absenc´ı PtdIns(3,5)P2, ktery´ nemu˚zˇe by´t
synthetisova´n bez prˇ´ıtomnosti jeho prekurzoru. Ke smrti pylu docha´z´ı beˇ-
hem pylove´ mitosy, kdy je nutne´ fragmentovat velkou vakuolu, cozˇ je zrˇejmeˇ
prˇ´ımo regulova´no PtdIns(3,5)P2 (Whitley et al., 2009). K akumulaci Pt-
dIns(3,5)P2 docha´z´ı takte´zˇ beˇhem prvn´ıch deseti minut osmoticke´ho stresu
(Meijer et al., 1999). I v tomto prˇ´ıpadeˇ lze vysveˇtlit stresovou adaptaci nut-
nost´ı fragmentovat vakuolu: Beˇhem plasmoly´zy docha´z´ı ke zmensˇova´n´ı ob-
jemu vakuoly a fragmentace rˇ´ızena´ opeˇt PtdIns(3,5)P2 umozˇnˇuje zmensˇit
jej´ı objem prˇi zachova´n´ı plochy membra´n.
PtdIns4P reguluje va´cˇkovy´ transport na Golgiho apara´tu a plas-
maticke´ membra´neˇ
Vznik Synte´zu PtdIns4P zajiˇst’uje enzym PI4K, ktery´ ma´ u Arabidop-
sis 12 paralog˚u (Ischebeck et al., 2010), z nichzˇ jen dva maj´ı proka´zanou
kina´zovou aktivitu.
Lokalisace Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace PtdIns4P byla vysˇetrˇova´na pomoc´ı
specificke´ho markeru YFP-PHFAPP1. V protoplastech Vigna unguiculata i
BY-2 byl detekova´n na plasmaticke´ membra´neˇ a v maly´ch va´cˇc´ıch trans-
Golgiho apara´tu (kolokalisace s markerem STtmd-CFP). Signa´l se neprˇekry´-
val s markerem PtdIns3P (GFP-2xFYVE) a nebyl patrny´ v rany´ch endo-
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cyticky´ch struktura´ch. Beˇhem cytokinese je PtdIns4P lokalisova´n prˇ´ımo ve
vznikaj´ıc´ı buneˇcˇne´ prˇepa´zˇce, kdezˇto PtdIns3P se vyskytuje ve va´cˇc´ıch na
okraji fragmoplastu. Podobna´ distribuce byla zjiˇsteˇna i v semena´cˇc´ıch Ara-
bidopsis thaliana. V korˇenovy´ch vla´sc´ıch vykazoval signa´l gradient smeˇrem
k rostouc´ı sˇpicˇce, jenzˇ vymizel po ukoncˇen´ı r˚ustu vla´sku (Vermeer et al.,
2009).
Funkce PtdIns4P je nezbytny´ pro r˚ust korˇenovy´ch vla´sk˚u, jejichzˇ de-
fekty se projevuj´ı prˇi mutac´ıch PI4K i PI4P-fosfata´zy (Thole et al., 2008).
Kina´za PI4Kβ1 je efektorem RabA4b GTPasy, ktera´ reguluje va´cˇkovy´ trans-
port v apexu korˇenove´ho va´cˇku. PtdIns4P bude zrˇejmeˇ hra´t roli prˇi iniciaci
va´cˇkove´ho transportu a to jak z plasmaticke´ membra´ny, tak i z Golgiho
apara´tu (Munnik & Testerink, 2009).
PtdIns(4,5)P2 rˇ´ıd´ı endo- a exocytosu na plasmaticke´ membra´neˇ
Vznik PtdIns(4,5)P2 je nejprozkoumaneˇjˇs´ım za´stupcem PtdInsPs. Vznika´
fosforylac´ı PtdIns4P kina´zou PIP5K, ktera´ ma´ u Arabidopsis 11 paralog˚u.
PIP5K1 je exprimova´na v prokambiu (Elge et al., 2001), PIP5K3 funguje
v korˇenovy´ch vla´sc´ıch (Kusano et al., 2008; Mosblech et al., 2008) a PIP5K4
se exprimuje specificky v pylove´ la´cˇce (Sousa et al., 2008). Mutace v PIP5K3
inhibuje r˚ust korˇenovy´ch vla´sk˚u, zat´ımco jeho overexprese vede k malformaci
vla´sk˚u.
Lokalisace In vivo visualisace PtdIns(4,5)P2 byla provedena konstruk-
tem YFP-PHPLCδ1. Signa´l prˇevazˇuje v cytoplasmeˇ, cozˇ je d˚usledkem n´ızke´
koncentrace PtdIns(4,5)P2 v bunˇce za klidove´ho stavu. Po osˇetrˇen´ı inhibi-
torem fosfolipa´zy C nebo po osmoticke´m sˇoku se marker alokoval do plasma-
ticke´ membra´ny (poklesla jeho mobilita beˇhem FRAP experimentu). Podobneˇ
jako v prˇ´ıpadeˇ PtdIns4P byl pozorova´n gradient v membra´neˇ rostouc´ıho
korˇenove´ho vla´sku smeˇrˇuj´ıc´ı k apexu. Beˇhem cytokineze byl detekova´n zvy´-
sˇeny´ signa´l na okraji fragmoplastu, teˇsneˇ prˇed fu´z´ı nove´ buneˇcˇne´ prˇepa´zˇky
se starou plasmatickou membra´nou (van Leeuwen et al., 2007).
Funkce Hladina PtdIns(4,5)P2 se vy´razneˇ zvysˇuje beˇhem prvn´ıch neˇko-
lika minut p˚usoben´ı osmoticke´ho stresu (Pical et al., 1999; DeWald et al.,
2001). Pical et al. (1999) odhalili pomoc´ı markeru RedStar-PHPLCδ1, zˇe
kra´tce po osmoticke´m sˇoku docha´z´ı k endocytose PtdIns(4,5)P2 a doka´zali
zvy´sˇen´ı jeho koncentrace v klathrinovy´ch va´cˇc´ıch. Obecneˇ by PtdIns(4,5)P2
mohl fungovat jako regula´tor va´cˇkove´ho transportu na plasmaticke´ mem-
bra´neˇ (lokalisuje exocyst), da´le mimo jine´ reguluje reorganisaci cytoskeletu
cˇi iontove´ K+-kana´ly (rev. in Ischebeck et al., 2010).
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PtdInsPs a membra´nove´ mikrodome´ny
Jak vyply´va´ z vy´sˇe uvedene´ho strucˇne´ho prˇehledu, signalisace PtdInsPs rˇ´ıd´ı
sˇirokou paletu buneˇcˇny´ch proces˚u uplatnˇuj´ıc´ıch se v mnoha fyziologicky´ch
situac´ıch, prˇicˇemzˇ u´strˇedn´ım mechanismem te´to signalisace by´va´ ovlivneˇn´ı
va´cˇkove´ho transportu. V dosavadn´ıch studi´ıch byly jednotlive´ typy PtdInsPs
poj´ıma´ny jako homogenn´ı populace signa´ln´ıch molekul a zpravidla nebylo
zohlednˇova´no slozˇen´ı jejich lipidicke´ cˇa´sti. Prˇitom lipidova´ residua mohou
da´le specifikovat vnitrobuneˇcˇnou distribuci jednotlivy´ch molekul a zvysˇovat
tak signa´ln´ı komplexitu cele´ho syste´mu PtdInsPs. Pozornost lipidove´ cˇa´sti
molekul je veˇnova´na azˇ neˇkolika posledn´ıch letech. PtdInsPs se prokazatelneˇ
koncentruj´ı v detergentuvzdorne´ frakci plasmaticke´ membra´ny (DRM) a je-
jich lipidova´ residua jsou vy´razneˇ nasyceneˇjˇs´ı, nezˇ u PtdIns (Furt et al.,
2010). Avsˇak Konig et al. (2007) zjistili, zˇe prˇi prˇechodne´m na´rustu Pt-
dInsPs beˇhem osmoticke´ho stresu docha´z´ı k poklesu nasycen´ı jejich lipid˚u,
nebot’ stresova´ frakce PtdInsPs vznika´ z nenasycene´ho PtdIns. Stresova´
frakce PtdIns(4,5)P2 se tud´ızˇ v ra´mci plasmaticke´ membra´ny mu˚zˇe vysky-
tovat v jiny´ch mikrodome´na´ch nezˇ konstitutivn´ı frakce. Nenasycena´ frakce
PtdIns(4,5)P2 je take´ prˇednostn´ım substra´tem pro fosfolipa´zu C, vytva´rˇej´ıc´ı
Ins(1,4,5)P3.
Signa´ln´ı role Ins(1,4,5)P3
Tak jako v prˇ´ıpadeˇ PtdIns(3,5)P2 a PtdIns(4,5)P2, i hladina Ins(1,4,5)P3 se
zvysˇuje beˇhem prvn´ıch neˇkolika minut osmoticke´ho p˚usoben´ı (DeWald et al.,
2001). Tento deriva´t vznika´ cˇinnost´ı fosfolipa´zy C hydroly´zou PtdIns(4,5)P2.
Oproti zˇivocˇiˇsne´ bunˇce nep˚usob´ı produkty hydroly´zy (Ins(1,4,5)P3 a diacyl-
glycerol) na dalˇs´ı efektory prˇ´ımo, ale diacylglycerol je fosforylova´n na ky-
selinu fosfatidovou, ktera´ na´sledneˇ aktivuje dalˇs´ı kina´zy protein˚u, a Ins(1,4,5)P3
je fosforylova´n azˇ na InsP6 (rev. in Munnik & Testerink, 2009). Tak jako
v zˇivocˇiˇsny´ch bunˇka´ch, vy´sledkem signalisace Ins(1,4,5)P3 je zvy´sˇen´ı cyto-
plasmaticke´ hladiny Ca2+ (DeWald et al., 2001). Synthesa Ins(1,4,5)P3 je
take´ vyu´steˇn´ım jasmona´tove´ signalisace a uplatnˇuje se naprˇ´ıklad prˇi posˇko-
zen´ı rostlin herbivory (Mosblech et al., 2008).
1.6 Shrnut´ı litera´ln´ıho prˇehledu
Shrnˇme tedy na za´veˇr nejd˚ulezˇiteˇjˇs´ı publikovane´ poznatky o rodineˇ protein˚u
DREPP: Za´stupci rodiny byli detekova´ni v detergentuvzdorne´ frakci plas-
maticke´ membra´ny rˇady modelovy´ch rostlin. Nejprozkoumaneˇjˇs´ı je ortholog
PCaP1 u Arabidopsis thaliana, ktery´ je myristylova´n, interaguje s PtdInsP2
vazbou, ktera´ je inhibovatelna´ komplexem Ca2+-kalmodulin a na udrzˇova´n´ı
jeho struktury se pod´ıl´ı ionty va´penate´ a meˇd’nate´. Pomeˇrneˇ divergovane´mu
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homologu MAP18, takte´zˇ z Arabidopsis thaliana, byla doka´za´na schopnost
va´zat mikrotubuly a inhibovat jejich polymeraci. MAP18 se specificky ex-
primuje v apika´lneˇ rostouc´ıch bunˇka´ch. Exprese gen˚u rodiny DREPP se
zvysˇuje vlivem rˇady stresovy´ch faktor˚u.
Signalisace PtdInsPs, jejichzˇ efektorem by mohl protein DREPP by´ti, reg-
uluje sˇirokou sˇka´lu buneˇcˇny´ch deˇj˚u, jejichzˇ ja´drem je va´cˇkovy´ transport.
PtdIns3P rˇ´ıd´ı transport do endosomu a vakuoly a PtdIns(3,5)P2 hraje roli
prˇi fragmentaci vakuoly. PtdIns4P reguluje tvorbu va´cˇk˚u na GA a PM a Pt-
dIns(4,5)P2 rˇ´ıd´ı va´cˇkovy´ transport na plasmaticke´ membra´neˇ. Hladiny obou
bisfosforylovany´ch za´stupc˚u silneˇ reaguj´ı na osmoticky´ stres. PtdIns(4,5)P2
je prekurzorem dalˇs´ıch signa´ln´ıch molekul, InsP6 a kyseliny fosfatidove´.
Funkce protein˚u rodiny DREPP nejsou zat´ım zna´my a nebyl ani charakter-
isova´n fenotyp spjaty´ s jejich mutac´ı. Noveˇ publikovany´ model (Kato et al.,
2010b) prˇedpokla´da´, zˇe proteiny PCaP budou regulovat dostupnost Pt-
dIns(4,5)P2 na plasmaticke´ membra´neˇ: v klidove´m stavu budou proteiny
PCaP va´zat PtdIns(4,5)P2 a t´ım znemozˇn´ı jejich interakci s iontovy´mi kana´ly
cˇi fosfolipa´zou C. Prˇi zvy´sˇen´ı hladiny Ca2+ v cytoplasmeˇ bude interakce
PCaP s PtdIns(4,5)P2 zablokova´na, zvy´sˇ´ı se dostupnost PtdIns(4,5)P2 pro
fosfolipa´zu C a to povede k aktivaci signa´ln´ıch drah kyseliny fosfatidove´ a
InsP6. Du˚sledkem zvy´sˇen´ı hladiny InsP6 je opeˇt mimo jine´ uvolnˇova´n´ı iont˚u
Ca2+ do cytoplasmy, cˇ´ımzˇ by se uzav´ıral signa´ln´ı obvod s pozitivn´ı zpeˇtnou
vazbou.
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Materia´l a metody
2.2 Bioinformaticka´ analy´za rodiny DREPP
V te´to kapitole budou popsa´ny metody bioinformaticky´ch analy´z, jejichzˇ c´ılem
bylo odhalit evoluci rodiny protein˚u DREPP
2.2.1 Hleda´n´ı sekvencˇn´ıch homolog˚u proteinu DREPP
Za´kladem bioinformaticke´ analy´zy proteinove´ rodiny DREPP byla snaha
vypa´trat vesˇkere´ dostupne´ sekvence jejich homolog˚u naprˇ´ıcˇ r˚uzny´mi druhy
organismu˚. Pote´ byla provedena homologisace jejich peptidovy´ch rˇeteˇzc˚u
(mnohocˇetne´ prˇiˇrazen´ı) a fylogeneticka´ analy´za.
BLAST Ke hleda´n´ı analogicky´ch sekvenc´ı byl pouzˇit program BLAST dos-
tupny´ na serveru NCBI3 (Altschul et al., 1997). Analogicke´ sekvence byly
zpravidla hleda´ny metodou tblastn cˇi tblastx, ktere´ porovna´vaj´ı translacˇn´ı
produkty gen˚u a jsou tak vy´razneˇ citliveˇjˇs´ı prˇi hleda´n´ı divergovany´ch sek-
venc´ı homologicky´ch protein˚u. Rozsa´hly´ soubor mnoha sekvencˇn´ıch analog˚u
byl z´ıska´n prohleda´va´n´ım subdataba´ze EST others v databa´zi GeneBank 4
s postupny´m omezova´n´ım taxon˚u azˇ na u´rovenˇ rodu, cˇ´ımzˇ se podarˇilo z´ıskat
postupneˇ vesˇkere´ analogicke´ sekvence (neˇkolik tis´ıc)5. Jako databa´zovy´ dotaz
byla zvolena proteinova´ sekvence PCaP1 z Arabidopsis thaliana, ’Low com-
plexity filter’ byl vypnut (mohl by prova´deˇt nezˇa´douc´ı eliminaci sekvencˇn´ıch
motiv˚u KK a EE, ktere´ jsou v sekvenc´ıch protein˚u rodiny DREPP velmi ho-
jne´), velikost vy´stupu byla zvy´sˇena na 1 000 sekvenc´ı. Sekvence byly ulozˇeny
ve forma´tu FASTA. U´plnost z´ıskane´ho souboru sekvenc´ı byla provedena
prohleda´va´n´ım databa´z´ı plneˇ sekvenovy´ch organismu˚ (TAIR6, Arabidopsis
lyrata7, Physcomitrella patens8, Selaginella moellendorffii9,
3http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
5pokud by se neprovedla tato limitace, jsou vy´stupem hleda´n´ı pouze sekvence z hojneˇ
sekvenovany´ch druh˚u
6http://www.arabidopsis.org
7http://genome.jgi-psf.org/Araly1
8http://genome.jgi-psf.org/physcomitrella
9http://genome.jgi-psf.org/Selmo1
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Skla´da´n´ı EST Z neˇkolika tis´ıc EST bylo z´ıska´no neˇkolik set contig˚u
pomoc´ı programu CAP3 (Huang & Madan, 1999).
Alignment Homologisace pozic vsˇech z´ıskany´ch unika´tn´ıch nukleotido-
vy´ch sekvenc´ı byla provedena plneˇ manua´lneˇ v programu BioEdit10 na
u´rovni proteinove´ sekvence (volba ’Toggle translation’). Sekvence, ktere´ ne-
patrˇily do rodiny DREPP cˇi neu´plne´, chybove´ a duplicitn´ı sekvence byly
odstraneˇny, neprˇekla´dane´ u´seky na 5’ a 3’-konc´ıch byly odrˇ´ıznuty.
Fylogeneticka´ analy´za Dostatecˇneˇ spolehliva´ homologisace pozic sek-
venc´ı byla mozˇna´ pouze v N-termina´ln´ı a centra´ln´ı dome´neˇ protein˚u. C-
termina´ln´ı dome´ny sekvenc´ı byly natolik divergovane´, zˇe nebylo mozˇne´ pro-
ve´st mnohocˇetne´ prˇiˇrazen´ı vzda´leneˇji prˇ´ıbuzny´ch sekvenc´ı. Naopak zby´va-
j´ıc´ı dome´ny protein˚u maj´ı naprˇ´ıcˇ celou rodinou takrˇka konzervovanou de´lku
s minimem inserc´ı a delec´ı a vysokou homologii. Pro fylogenetickou analy´zu
byly tud´ızˇ pouzˇity nukleotidove´ fragmenty odpov´ıdaj´ıc´ı pozic´ım 1-147 pro-
teinove´ho mnohocˇetne´ho prˇiˇrazen´ı na obra´zku 3.7.
Fylogeneticka´ analy´za byla provedena pomoc´ı programove´ho bal´ıku Phylip,
verse 3.611. Porovna´ny byly metody Neighboor-Joining (Saitou & Nei, 1987)
a maximum likelihood (Felsenstein & Churchill, 1996). Nastaven´ı parametr˚u
analy´zy bylo ponecha´no vy´choz´ı, stromy byly zakorˇeneˇny outgroupem a
testova´n´ı relevance stromu bylo provedeno bootstrappingem se 100 rep-
likacemi. U analy´zy maximum likelihood byla provedena randomisace vstupu
s deseti replikacemi. Visualisace fylogeneticky´ch stromu˚ byla provedena po-
moc´ı specia´ln´ıho skriptu vytvorˇene´ho v prostrˇed´ı R 2.8.012, barevna´ sˇka´la
taxon˚u ve fylogeneticke´m stromu (obra´zky 3.10 a 3.12) byla odvozena od
prˇ´ıbuznosti taxon˚u dle konsensua´ln´ı fylogenese presentovane´ na serveru Tax-
onomy13. Analy´zy byly proveden v prostrˇed´ı Debian GNU/Linux verse 514
(bootstraping metody maximum likelihood se 160 sekvencemi zabral dva
ty´dny).
2.2.2 Testova´n´ı kolinearity chromozomovy´ch u´sek˚u
Proteiny MAP18 (PCaP2) a PCaP1 u Arabidopsis thaliana vykazuj´ı ne-
malou sekvencˇn´ı podobnost, tud´ızˇ se nab´ız´ı hypote´za, zˇe jsou tyto proteiny
homologicke´, pocha´zej´ıc´ı ze spolecˇne´ho prˇedka. Podobnost obou sekvenc´ı
vsˇak nen´ı absolutn´ı - konzervovane´ jsou pouze N-termina´ln´ı dome´ny pro-
tein˚u (pocˇa´tecˇn´ıch 25 aa). Centra´ln´ı dome´na (110 aa), typicka´ pro vsˇechny
proteiny rodiny DREPP a vysoce konzervovana´ naprˇ´ıcˇ vsˇemi rostlinami
(Euphyllophyta), vsˇak u MAP18 zcela chyb´ı a je nahrazena rovnou C-
10http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit
11http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
12http://cran.r-project.org
13http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy
14http://www.debian.org
26
termina´ln´ı dome´nou. Ta je v ra´mci cele´ rodiny DREPP velmi variabiln´ı a
vyznacˇuje se typicky´m zvy´sˇen´ım obsahu aminokyselin P, A, V, E, K, ktere´
zpravidla vytva´rˇej´ı jeden azˇ dva nepola´rn´ı motivy (typicky IVV), prokla´-
dane´ silneˇ pola´rn´ımi EEKKEE motivem. U MAP18 je C-termina´ln´ı dome´na
v porovna´n´ı s ostatn´ımi cˇleny rodiny DREPP expandovana´ (140 vs. 60-100
aa) a vykazuje jasny´ repetitivn´ı charakter (5x PAVEEKK). Nab´ızej´ı se trˇi
hypote´zy vzniku genu MAP18 :
1) gen vznikl dolozˇenou celogenomovou duplikac´ı na pocˇa´tku vzniku cˇeledi
Brassicaceae (Bowers et al., 2003) a beˇhem evoluce dosˇlo k deleci cen-
tra´ln´ı dome´ny a repetitivn´ım prˇestavba´m C-termina´ln´ı dome´ny
2) gen vznikl unika´tn´ı duplikac´ı, naprˇ. transposic´ı, a byl nada´le modi-
fikova´n
3) dosˇlo pouze ke transposici N-termina´ln´ı dome´ny a zbyla´ cˇa´st genu ma´
jiny´ p˚uvod
Prˇi platnosti prvn´ı hypote´zy by meˇly by´t na chromosomech v okol´ı lokus˚u
MAP18 i PCaP1 rovnomeˇrneˇ rozmı´steˇny dalˇs´ı paralogicke´´ı lokusy a oba
chromoromove´ u´seky by tak meˇly by´t kolinea´rn´ı.
Kolinearata chromozomovy´ch u´sek˚u byla testova´na v okol´ı ±100 gen˚u okolo
obou gen˚u (celkem u´sek 201 gen˚u). Podobnost gen˚u (ve formeˇ proteinovy´ch
sekvenc´ı) byla urcˇova´na jako E -value programem Blast2 verse 2.2.18 nain-
stalovane´ z distribuce Debian GNU/Linux verse 515 a byla pocˇ´ıta´na pro
vsˇechny dvojice gen˚u mezi obeˇma chromozomovy´mi u´seky (cˇili 201 x 201
dvojic). Kazˇdy´ gen byl reprezentova´n svoj´ı proteinovou sekvenc´ı ve formeˇ
prvn´ı splice varianty oznacˇene´ v databa´zi ”ATxGyyyyy.1”. Vy´sledna´ matice
paralogie o hodnosti 201 x 201 je reprezentova´n diagramem, kde osy x a
y prˇedstavuj´ı porˇad´ı gen˚u na obou chromozomovy´ch u´sec´ıch. V plosˇe dia-
gramu je vynesena ve formeˇ barevne´ sˇka´ly velikost E -value pro konkre´tn´ı
dvojici genu x na prvn´ım chromozomove´m u´seku a genu y na druhe´m u´seku.
Na sourˇadnic´ıch [101;101] je vynesena podobnost pro pa´r [MAP18 ;PCaP1 ].
V prˇ´ıpadeˇ kolinearity obou u´sek˚u by meˇla procha´zet po jedne´ z u´hloprˇ´ıcˇek
diagramu linie maxima´ln´ıch podobnost´ı.
Za u´cˇelem zvy´sˇen´ı sofistikovanosti analy´zy byl zaveden test kolinearity, jezˇ
se snazˇ´ı popsat plosˇne´ rozlozˇen´ı vsˇech hodnot podobnosti pro pa´ry sek-
venc´ı na diagramu paralogie ve vztahu k u´hloprˇ´ıcˇka´m diagramu a stanovit
pravdeˇpodobnost, s jakou takove´to usporˇa´da´n´ı dat mohlo vzniknout na´hodou.
Frekvencˇn´ı rozdeˇlen´ı na´hodny´ch dat bylo z´ıska´no generova´n´ım testovac´ıho
souboru dvojic na´hodneˇ sestaveny´ch chromozomovy´ch u´sek˚u (201 x 201
gen˚u), kde byl do kazˇde´ pozice vybra´n na´hodneˇ 1 gen z databa´ze genomu
Arabidopsis thaliana bez vyloucˇen´ı opakova´n´ı.
Rozptyl od u´hloprˇ´ıcˇek diagramu (os kolinearity) je stanovova´n jako moment
kolinearity, cozˇ je velicˇina analogicka´ s klasicky´m momentem setrvacˇnosti
15http://packages.debian.org/lenny/blast2
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Obra´zek 2.1: Vy´pocˇet mo-
mentu kolinearity z dia-
gramu paralogie. Osy x a y
prˇedstavuj´ı dva zkoumane´ chro-
mosomove´ u´seky, v plosˇe dia-
gramu je vynesena hodnota E -
value
plosˇne´ho teˇlesa v˚ucˇi ose rotace. Moment setrvacˇnosti pro konkre´tn´ı bod i
o hmotnosti mi se spocˇ´ıta´ Ji = mir
2
i , kde ri je kolma´ vzda´lenost bodu i od
rotacˇn´ı osy. Celkovy´ moment setrvacˇnosti vznika´ soucˇtem moment˚u vsˇech n
bod˚u teˇlesa J =
∑n
i=1 Ji a uda´va´ energii, kterou je trˇeba udat teˇlesu, aby
rotovalo jednotkovou rychlost´ı. Energeticka´ na´rocˇnost rotace teˇlesa pra´veˇ
za´vis´ı na vzda´lenosti hmoty od rotacˇn´ı osy a je dobrou analogi´ı prˇi popisu
rozlozˇen´ı hodnot jednotlivy´ch bod˚u v diagramu paralogie.
Hlavn´ı krite´rium pro hodnocen´ı kolinearity v diagramu bude pomeˇr mo-
mentu kolinearity v˚ucˇi 1. ose kolinearity ku momentu v˚ucˇi 2. ose (obra´zek
2.1). Pokud budou velikosti obou moment˚u vy´razneˇ odliˇsne´, znamena´ to, zˇe
pa´ry podobny´ch gen˚u jsou v diagramu usporˇa´da´ny nena´hodneˇ a seskupuj´ı
se pode´l jedne´ z u´hloprˇ´ıcˇek, cozˇ je pra´veˇ prˇ´ıpad kolinea´rn´ıho usporˇa´da´n´ı.
Za´rovenˇ absolutn´ı velikosti moment˚u jsou celkovou mı´rou podobnosti, ktera´
panuje v konkre´tn´ım souboru dat. Hodnoty testovy´ch krite´ri´ı zkoumene´ho
genove´ho souboru budou porovna´va´ny s rozdeˇlen´ım hodnot krite´ri´ı z´ıskany´ch
z testovac´ıho souboru na´hodny´ch dat.
Vy´pocˇet Hodnoty v matici paralogie jsou nejdrˇ´ıve upraveny tak, zˇe hod-
nota´m E -value = 0 (absolutn´ı shoda sekvenc´ı) byla arbitra´rneˇ prˇiˇrazena
hodnota 10−200 a hodnoty > 1 byly nahrazeny hodnotou 1 (z d˚uvod˚u trans-
28
formace dat) a pote´ jsou vsˇechny hodnoty transformova´ny funkc´ı
ε = − log(E−value) (2.1)
cˇ´ımzˇ vznikne nova´ matice s hodnotami v rozmez´ı <0;200>. Logaritmovane´
hodnoty jsou pouzˇity jako parametr podobnosti.
Nyn´ı je pro kazˇdou polozˇkuXi,j v matici paralogie vypocˇ´ıta´n jej´ımoment ko-
linearity v˚ucˇi obeˇma osa´m. Vzda´lenost hodoty od osy kolinearity je pocˇ´ıta´na
dle vztah˚u
r1 =
√
2
2
(j − i) r2 =
√
2
2
(j + i− n) (2.2)
kde n je de´lka chromozomove´ho u´seku v genech, i a j jsou porˇadova´ cˇ´ısla
konkre´tn´ıch gen˚u a r1 a r2 jsou vzda´lenosti od prvn´ı, resp. druhe´ osy koli-
nearity. Celkove´ momenty kolinearity urcˇ´ıme dle vztah˚u
J1 =
n∑
i=1
n∑
j=1
εr21,i,j J2 =
n∑
i=1
n∑
j=1
εr22,i,j (2.3)
Vy´sledne´ testove´ kriterium je definova´no vztahem
Θ =
2(J2 − J1)
J1 + J2
(2.4)
Testova´n´ı Signifikance vy´sledne´ho testove´ho kriteria paralogie (2.4) je
srovna´va´na s na´hodny´m rozdeˇlen´ım vytvorˇeny´m na´hodny´m generova´n´ım
dvojic chromozomovy´ch u´sek˚u de´lky 201 gen˚u, ze ktery´ch byla vytvorˇena
matice paralogie stejneˇ, jako z vlastn´ıho zkoumane´ho u´seku. Kazˇdy´ gen
konkre´tn´ıho u´seku, reprezentovany´ svoj´ı proteinovou sekvenc´ı, byl na´hodneˇ
losova´n z kompletn´ı databa´ze vsˇech protein˚u Arabidopis thaliana ve formeˇ
1. sestrˇihove´ varianty (ATxGyyyyy.1). Vzhledem k zanedbatelne´ velikosti
losovane´ho souboru v˚ucˇi celkove´ velikosti databa´ze nebyly jednou vybrane´
sekvence databa´ze odstranˇova´ny. Chromozomovy´ u´sek vytvorˇeny´ t´ımto zp˚u-
sobem reprezentuje pocˇetn´ı zastoupen´ı jednotlivy´ch genovy´ch rodin v genomu
a je vysoka´ sˇance, zˇe bude do testovac´ıch fragment˚u najednou vybra´no
v´ıce za´stupc˚u z pocˇetny´ch genovy´ch rodin, ktere´ budou poskytovat silny´
signa´l homologie. Prˇi testova´n´ı tak mu˚zˇeme porovna´vat homologii chromo-
zomovy´ch u´sek˚u danou vy´skytem za´stupc˚u mnohocˇetny´ch genovy´ch rodin
v˚ucˇi homologii zp˚usobene´ skutecˇnou kolinearitou gen˚u.
Implementace algoritmu Skript algoritmu byl vytvorˇen v prostrˇed´ı
R 2.8.016, ktery´ zajit’oval kompletn´ı pr˚ubeˇh vy´pocˇtu a volal program blast2
jako samostatnou proceduru. Data mezi obeˇma procedurami byla prˇeda´va´na
formou opakovane´ho za´pisu do soubor˚u, cozˇ pomeˇrneˇ zateˇzˇuje pevny´ disk
pocˇ´ıtacˇe. Byl proto zpracova´n i optimalisovany´ algoritmus, kdy byla data
16http://cran.r-project.org
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Moment kolinearity
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Obra´zek 2.2: Na´hodne´ ro-
zlozˇen´ı momentu kolinea-
rity. Tmaveˇ moment J1, sveˇtle
moment J2, celkem generova´no
1754 dvojic na´hodny´ch chromo-
somovy´ch u´sek˚u.
prˇeda´va´na pomoc´ı pojmenovane´ roury (tedy prˇ´ımo, bez za´pisu na disk),
ale prˇekvapiveˇ dosˇlo ke zpomalen´ı vy´pocˇtu. Je mozˇne´, rychlost algoritmu
limituje vola´n´ı extern´ı procedury z prostrˇed´ı R, cozˇ bylo prˇi vyuzˇ´ıva´n´ı da-
tove´ roury prova´deˇno v´ıcekra´t, nezˇ prˇi proste´m vola´n´ı procedury blast2.
Rychlost algoritmu takte´zˇ extre´mneˇ za´visela na operacˇn´ım syste´mu, v pro-
strˇed´ı Windows XP prob´ıhal vy´pocˇet zhruba 6x pomaleji nezˇ v prostrˇed´ı De-
bian GNU/Linux verse 517. Vlastn´ı vy´pocˇet kolinearity trva´ neˇkolik minut,
zpracova´n´ı testovac´ıho souboru vsˇak zabralo neˇkolik ty´dn˚u.
Prvn´ım krokem vy´pocˇtu je zpracova´n´ı databa´ze vsˇech protein˚u Arabidopsis
thaliana TAIR9 pep 2009061918. Funkc´ı load.fast se provede nacˇten´ı sou-
boru ve forma´tu FASTA a zpracova´n´ı data z hlavicˇky jednotlivy´ch sekvenc´ı
do vektoru. Pote´ se vy´stup prˇeda´ funkci clean.db, ktera´ vybere pouze 1.
sestrˇihove´ varianty (tabulka 2.6)
Na´sleduj´ıc´ı funkce input1g vytvorˇ´ı vektor s identifika´tory gen˚u (ATxGyyyyy),
ktere´ lezˇ´ı na chromosomu ve vysˇetrˇovane´m okol´ı zkoumane´ho genu (v nasˇem
prˇ´ıpadeˇ u´sek 201 gen˚u na chromosomu s MAP18 cˇi PCaP1 uprostrˇed) (ta-
bulka 2.7).
17http://www.debian.org
18Z´ıska´na z http://www.arabidopsis.org
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Kriterium kolinearity
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Obra´zek 2.3: Na´hodne´ ro-
zlozˇen´ı kriteria kolinearity.
Generova´no bylo celkem 1754
dvojic na´hodny´ch chromosomo-
vy´ch u´sek˚u.
Potom je jizˇ vola´na vlastn´ı funkce vytva´rˇej´ıc´ı matici paralogie – funkce
blast2, ktera´ opakovaneˇ vola´ stejnojmenny´ program a prosˇetrˇuje podob-
nost vsˇech pa´r˚u sekvenc´ı (tabulka 2.8).
V posledn´ı cˇa´sti vy´pocˇtu jsou z´ıska´va´ny parametry kolinearity z matice pa-
ralogie pomoc´ı funkce kol.ax (tabulka 2.9).
Samostatny´m vy´pocˇtem je pak generova´n´ı dvojic na´hodny´ch chromosomo-
vy´ch u´sek˚u a zjiˇst’ova´n´ı jejich kolinearity. Sekvence z databa´ze jsou losova´ny
funkc´ı ran.lok, jej´ızˇ vy´stupem je posloupnost na´hodneˇ zvoleny´ch sekvenc´ı
z databa´ze (ve formeˇ jejich porˇadove´ho cˇ´ısla; tabulka 2.10). Vlastn´ı vola´n´ı
funkce rand.lok obstara´va´ funkce rozdeleni, ktera´ opakovaneˇ generuje
parametry kolinearity dvojic na´hodny´ch chromosomovy´ch u´sek˚u, azˇ do do-
sazˇen´ı zˇa´dane´ho pocˇtu k proveden´ı testova´n´ı (tabulka 2.11).
Po vy´pocˇtu, ktery´ trva´ neˇkolik ty´dn˚u jsou vy´sledky, ukla´dane´ pr˚ubeˇzˇneˇ do
souboru, nacˇteny funkc´ı distrib.kol (tabulka 2.12) a mu˚zˇe by´t proveden
vlastn´ı test funkc´ı test, ktery´ rˇ´ıka´, v jake´m procentu prˇ´ıpad˚u jsme z´ıskali prˇi
generova´n´ı dvojic na´hodny´ch chromosovy´ch u´sek˚u kolinea´rneˇjˇs´ı usporˇa´da´n´ı,
nezˇ pozorujeme ve vlastn´ım zkoumane´m pa´ru chromosomovy´ch fragment˚u.
Vy´sledkem je tedy p-hodnota (tabulka 2.13).
Spocˇ´ıtane´ na´hodne´ rozlozˇen´ı parametr˚u kolinearity je zobrazeno na obra´zc´ıch
2.2 a 2.3
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2.2.3 Mnohorozmeˇrna´ analy´za protein˚u
K exaktn´ımu porovna´n´ı aminokyselinove´ho slozˇen´ı protein˚u rodiny DREPP,
zejme´na MAP18, s ostatn´ımi proteiny byla provedena klasicka´ analy´za hlav-
n´ıch komponent (PCA) vsˇech protein˚u Arabidopsis thaliana, ktere´ byly roz-
mı´steˇny ve dvacetirozmeˇrne´m prostoru dle relativn´ıho obsahu jednotlivy´ch
aminokyselin. K analy´ze bylo vyuzˇito prostrˇed´ı R 2.8.0 a bal´ıcˇekvegan 1.15-
119. Jina´ transformace vstupn´ıch dat, nezˇ zmı´neˇny´ vy´pocˇet relativn´ıho ob-
sahu aminokyselin, nebyla prova´deˇna.
19http://cran.r-project.org
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Tabulka 2.6: Funkce pro zpracova´n´ı databa´ze protein˚u ve forma´tu FASTA.
> load.fasta <- function(soubor = "TAIR9_pep_20090619", eof = ">eof")
+ {
+ database <- c(rep("",8))
+ tair <- file(soubor, "rt")
+ repeat
+ {
+ line <- readLines(tair, n=1)
+ if(line == eof) break
+ fragm <- strsplit(line, " \\| ")
+ atg <- substr(fragm[[1]][1],2,12)
+ sym <- substr(fragm[[1]][2],10,nchar(fragm[[1]][2]))
+ fce <- fragm[[1]][3]
+ chr <- substr(fragm[[1]][4],1,4)
+ loc <- substr(fragm[[1]][4],6,nchar(fragm[[1]][4])-8)
+ locf <-strsplit(loc, "-")
+ loc1 <-as.numeric(locf[[1]][1])
+ loc2 <-as.numeric(locf[[1]][2])
+ dir <- substr(fragm[[1]][4],nchar(fragm[[1]][4])-6,nchar(fragm[[1]][4]))
+ bases <- ""
+ repeat
+ {
+ line <- readLines(tair, n=1)
+ bases <- paste(bases, line, sep = "")
+ if(substr(line, nchar(line), nchar(line)) == "*") break
+ }
+ data <- cbind(atg,sym,fce,chr,loc1,loc2,dir,bases)
+ database <- rbind(database, data)
+ }
+ return(database[-1,])
+ close(tair)
+ }
> clean.db <- function(database)
+ {
+ n <- 0.5*length(unlist(strsplit(database[,1],split="\\.")))
+ as.numeric(unlist(strsplit(database[,1],split="\\."))[2*(1:n)])
+ return(database[-which(unlist(strsplit(database[,1],split="\\."))[2*(1:n)]>1),])
+ }
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Tabulka 2.7: Funkce, ktera´ pro zadany´ gen gen1 vytvorˇ´ı sadu identifika´tor˚u gen˚u ve formeˇ
ATxGyyyyy, ktere´ lezˇ´ı na chromosonu v jeho okol´ı o velikosti ng1. Vycha´z´ı z databa´ze
vytvorˇene´ funkcemi load.fasta a clean.db.
> input1g <- function(gen1, ng1, database)
+ {
+ chr1 <- as.numeric(substr(gen1,3,3))
+ gnu1 <- as.numeric(substr(gen1,5,9))
+ gnu <- gnu1
+ genset1 <- c(rep(0,2*ng1+1))
+ for(n in 1:(ng1+1))
+ {
+ k~<- 0
+ repeat
+ {
+ x <- paste(gnu,sep="")
+ if(gnu<10000) x <- paste("0", gnu,sep="")
+ if(gnu<1000) x <- paste("00", gnu,sep="")
+ if(gnu<100) x <- paste("000", gnu,sep="")
+ if(gnu<10) x <- paste("0000", gnu,sep="")
+ num <- which(database == paste("AT",chr1,"G",x,".1", sep = ""))
+ gnu <- gnu + 1
+ if(length(num) != 0) break
+ k~<- k~+ 1
+ if(k >= 100) break
+ }
+ if(k >= 100) break # pojistka telomery
+ genset1[ng1+n] <- num
+ }
+ gnu <- gnu1
+ for(n in 1:ng1)
+ {
+ k~<- 0
+ repeat
+ {
+ gnu <- gnu - 1
+ x <- paste(gnu,sep="")
+ if(gnu<10000) x <- paste("0", gnu,sep="")
+ if(gnu<1000) x <- paste("00", gnu,sep="")
+ if(gnu<100) x <- paste("000", gnu,sep="")
+ if(gnu<10) x <- paste("0000", gnu,sep="")
+ num <- which(database == paste("AT",chr1,"G", x,".1", sep = ""))
+ if(length(num) != 0) break
+ k~<- k~+ 1
+ if(k >= 100) break
+ }
+ if(k >= 100) break
+ genset1[ng1-n+1] <- num
+ num
+ }
+ return(genset1)
+ }
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Tabulka 2.8: Funkce volaj´ıc´ı program blast2 pro stanoven´ı podobnosti vybrane´ sady gen˚u
genset o polomeˇru ng1, resp. ng1 z database. Vy´stupem je matice paralogie
> blast2 <- function(ng1,ng2,genset,database)
+ {
+ e.value <- matrix(20,2*ng1+1,2*ng2+1) #inicialisuje matici podobnostı´
+ for(m in 1:(2*ng1+1)) #smycˇka pro u´sek ng1
+ {
+ print(m) #zobrazenı´ pru˚beˇhu vy´pocˇtu
+ for(n in 1:(2*ng2+1)) #smycˇka pro u´sek ng2
+ {
+ if( (genset[m,1] & genset[n,2]) != 0) #kontrola telomery (neexistujı´cı´ gen)
+ { #zapı´sˇe sekvenci
+ write(paste(">", database[genset[m,1],1], "\n", database[genset[m,1],8], sep=""),"seq1")
+ write(paste(">", database[genset[n,2],1], "\n", database[genset[n,2],8], sep=""),"seq2")
+ blast.out <- system("blast2 -p blastp -i seq1 -j seq2 -m 8", intern = TRUE)
+ #-m 8 :: zjednodusˇene´ vy´stupnı´ forma´tova´nı´ vy´sledku, vypisuje:
+ #Query id, Subject id, % identity, alignment length, mismatches, gap openings
+ #q. start, q. end, s. start, s. end, e-value, bit score
+ if(length(blast.out) != 0) #pokud blast2 vyhodil neˇco...
+ {
+ blast.out.extr <- strsplit(blast.out, "\t") #extrahuje
+ e.value[m,n] <- as.numeric(blast.out.extr[[1]][11]) #vybere "best-hit"
+ }
+ }
+ }
+ }
+ return(e.value)
+ }
35
Tabulka 2.9: Funkce pro vy´pocˇet momentu kolinearity a krite´ria kolinearity z matice pa-
ralogie, lze specifikovat metodu transformace hodnot E -value.
> kol.ax <- function(matice,transf="log")
+ {
+ nx <- ncol(matice) #pocˇet rˇa´dku˚ a sloupcu˚
+ ny <- nrow(matice)
+ matice[which(matice==0)] <- 10E-200 #u´prava hodnot v~matici
+ matice[which(matice>1)] <- 1 # kvu˚li log transformaci
+ if(transf=="rec") matice_transf <- 1/(matice) #reciproka´ transf
+ if(transf=="n") matice_transf <- matice #zˇa´dna´ transformace
+ if(transf=="log") matice_transf <- -log(matice) #za´por. log
+ j1 <- 0
+ j2 <- 0 #inicialisace promeˇnny´ch
+
+ for(x in 1:nx) for(y in 1:ny) + j1 <- j1 + matice_transf[y,x]*0.5*(x-y)^2
+ for(x in 1:nx) for(y in 1:ny) + j2 <- j2 + matice_transf[y,x]*0.5*(x+y-ny)^2
+
+ z~<- list() #inicialisace listu
+ z$j1 <- j1 #za´pis
+ z$j2 <- j2
+ z$t <- 2*(j1-j2)/(j1+j2) #krite´rium kolinearity
+ return(z) #vy´stup
+ }
Tabulka 2.10: Funkce konstruuj´ıc´ı na´hodny´ chromosomovy´ u´sek o polomeˇru ng z database
gen˚u.
> rand.lok <- function(database, ng=201)
+ { #zjistı´ se de´lka database;
+ ld <- length(database[,1]) #generuje se na´hodne´ desetinne´ cˇı´slo
+ gnu <- ceiling(ld*runif(2*ng+1)) #z rozmezı´ <0,1> a vyna´sobı´ de´lkou database
+ #se zaokrouhlenı´m nahoru, vznikne prˇirozene´
+ return(gnu) #cˇı´slo odpovı´dajı´cı´ identifika´toru urcˇite´
+ } #sekvence z~databa´ze
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Tabulka 2.11: Funkce generuj´ıc´ı momenty kolinearity pro n na´hodneˇ generovany´ch dvojic
chromosomovy´ch u´sek˚u o polomeˇru ng z database gen˚u, vy´stupem je soubor kol (obsahuje
momenty kolinearity pode´l obou os kolinearity a jejich pod´ıl (tj. kriterium kolinearity)).
> rozdelenı´ <- function(database, n=10000, ng=201, dir="rand")
+ {
+ kol <- vector("list",n)
+ for(i in 1:n)
+ {
+ lok1 <- rand.lok(database, ng) #generova´nı´ u´seku˚
+ lok2 <- rand.lok(database, ng)
+ lok <- cbind(lok1,lok2)
+ matice <- blast2(ng,ng,lok,database) #pocˇı´ta´ matici paralogie
+ write(matice,paste(dir,"/rand-",i,sep="")) #zapı´sˇe vy´sledek
+ kol <- kol.ax(matice) #momenty kolinearity
+ write(unlist(kol),paste(dir,"/kol",sep=""), append=TRUE)
+ print(i) #ulozˇı´ do slozˇky "dir"
+ }
+ return()
+ }
Tabulka 2.12: Funkce nacˇ´ıtaj´ıc´ı soubor kol na´hodny´ch moment˚u kolinearity.
> distrib.kol <- function(file="rand/kol")
+ {
+ r <- scan(file)
+ m <-matrix(r,3,length(r)/3)
+ return(m)
+ }
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Tabulka 2.13: Funkce generuj´ıc´ı p-hodnotu pro moment kolinearity dvojice rea´lny´ch chro-
mosomovy´ch u´sek˚u (kol), tj. pravdeˇpodobnost, s jakou by se rea´lna´ hodnota mohla vysky-
tovat v na´hodneˇ generovane´m souboru moment˚u kolinearity distrib. Pocˇ´ıta´ se pro mo-
menty kolinearity pode´l obou os kolinearity a pro jejich pod´ıl – nastavuje se parametrem
k = {1,2,3}.
> test <- function(kol, distrib,k)
+ {
+ n <- length(distrib[k,])
+ j <- 0
+ for (i in 1:n)
+ {
+ if(abs(distrib[k,i])>=abs(unlist(kol[k])) ) j <- j+1
+ }
+ p <- j/n
+ return(p)
+ }
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2.3 Biochemicka´ studie protein˚u rodiny DREPP
2.3.1 Prˇ´ıprava konstrukt˚u DREPP-GFP a MAP18-GFP
Pro u´cˇely biochemicke´ studie protein˚u rodiny DREPP byly prˇipraveny kon-
strukty dvou paralog˚u genu DREPP z Nicotiana tabacum s N- i C-termina´ln´ı
fu´z´ı zeleneˇ fluoreskuj´ıc´ıho proteinu: DREPP2-GFP, DREPP4-GFP, GFP-
DREPP2, GFP-DREPP4 a dveˇ varianty fu´zn´ıch konstrukt˚u genu MAP18
z Arabidopsis thaliana: MAP18-GFP a MAP181−23-GFP, prˇicˇemzˇ druha´
varianta odpov´ıda´ prvn´ım 23 aminokyselina´m proteinu MAP18, neboli N-
termı´na´ln´ı dome´neˇ zodpoveˇdne´ za interakci proteinu s plasmatickou mem-
bra´nou.
Design primer˚u
Prˇi na´vrhu primer˚u byla zohlednˇova´na tato pravidla:
 de´lka mezi 20 – 30 bp
 40-60 % GC pa´r˚u rovnomeˇrneˇ rozmı´steˇny´ch
 na 3’-konci G cˇi C, nikoliv vsˇak v´ıce nezˇ 3 GC pa´ry za sebou
 primery nepa´ruj´ı ani netvorˇ´ı vla´senky
 Tm okolo 62°C, bl´ızka´ pro dvojici primer˚u (rozd´ıl do 5°C)
Charakteristiky vsˇech primer˚u jsou uvedeny v tabulce 2.14, primery pro
DREPP2 jsou nespecificke´ a bylo by je mozˇne´ pouzˇ´ıt i k amplifikaci genu
DREPP1, z´ıska´n byl vsˇak jen fragment DREPP2. Konce vsˇech primer˚u byly
osˇetrˇeny adaptory s restrikcˇn´ımi mı´sty BamHI a HindIII. Synte´zu primer˚u
provedla firma GENERI BIOTECH s.r.o., Hradec Kra´love´. Teplota ta´n´ı byla
stanovena pomoc´ı programu BioEdit s koncentracemi iont˚u, ktere´ odpov´ı-
daj´ı reakcˇn´ı smeˇsi pro PCR.
Tabulka 2.14: Primery pouzˇite´ pro prˇ´ıpravu fluorescencˇn´ıch konstrukt˚u
Protein primer poloha de´lka sekvence Tm
DREPP2-GFP Forw. -92/-75 23 GGATCCAGAGCCAAAGCTAAAGC 64,5
Rev. 679/695 27 AAGCTTGTCAGCTTTTGGTGGTTCYGG 64,5
GFP-DREPP2 Forw. -1/+18 24 GGATCCGATGGGTTATTGGCAAGC 64,5
Rev. 679/699 27 AAGCTTTCATGCTTTTGGTGGTTCYGG 64,1
DREPP4-GFP Forw. -37/-21 23 GGATCCCTGTCGTTGGTGCTTTG 63,5
Rev. 577/592 24 AAGCTTAGAAGCTGCCTTTGGTGG 62,4
GFP-DREPP4 Forw. -1/+18 25 GGATCCGATGAGCTACTGGAAAGAC 65,4
Rev. 577/594 23 AAGCTTTCAAGCTGCCTTTGGTG 63,5
MAP181−23-GFP Forw. -1/+22 29 GGATCCGATGGGTTATTGGAAGTCGAAGG 65,6
Rev. 45/69 28 AAGCTTTTTTGCTGGACTCTTCTCGAAC 61,9
MAP18-GFP Rev. 488/507 23 AAGCTTAGCCTTTTGTGGCGCAG 64,2
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Rostlinny´ materia´l
Geny DREPP2 a DREPP4 byly izolova´ny z cDNA trˇ´ıty´denn´ıch semena´cˇk˚u
Nicotiana tabacum ’Bright yellow’. GenMAP18 byl izolova´n z cDNA dvouty´-
denn´ıch semena´cˇk˚u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp ’Columbia’.
Semena obou druh˚u rostlin byla desinfikova´na 1 min v 96% ethanolu, pote´
10 min prˇ´ıpravkem SAVO (0,5 v/v ∼ 2,5 % NaClO) a nakonec 4x promyta
steriln´ı destilovanou vodou. Desinfikovana´ semena byla stratifikova´na ale-
sponˇ 2 dny prˇi 4°C ve steriln´ı destilovane´ vodeˇ a pote´ pomoc´ı 200 µl pipety
vyseta do plastovy´ch Petriho misek (12x12 cm) s Basal mediem. Kultivace
prob´ıhala prˇi fotoperiodeˇ 16/8 a teploteˇ 20°C (resp. 25°C pro Nicotiana
tabacum).
Basal medium (1 L)
M 5524 (Sigma) 2,2 g
sacharosa 5 g
agar 20 g
pH (KOH) 5,7
Prˇ´ıprava cDNA
Izolace mRNA Rostlinny´ materia´l (okolo 70 mg) byl vlozˇen do 2 ml
mikrozkumavky Eppendorf spolecˇneˇ se dveˇma ocelovy´mi kulicˇkami, rychle
zmrazen v tekute´m dus´ıku ve zmrazene´m stavu homogenizova´n v kulicˇkove´m
mly´nku Retsch MM 301 (frekvence 23 Hz, 2x2 min). Izolace mRNA byla da´le
provedena pomoc´ı kolonek RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, kat. cˇ. 74904).
Koncentrace mRNA byla stanovova´na spektrofotometrem NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) v rezˇimu RNA-40.
Revezn´ı transkripce cDNA byla prˇipravena pomoc´ı ReverseAidTM M-
MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, kat. cˇ. EP0442) dle pr˚uvodn´ıho
protokolu. Vy´choz´ı mnozˇstv´ı mRNA bylo 1 µg, jako primer (20 pmol) byl
pouzˇit zakotveny´ oligo(dT)18 s degenerovanou bas´ı na 3’-konci
Prˇ´ıprava genovy´ch fragment˚u
PCR reakce pro Pfu
1) pocˇ. denat. 95°C 3 min
2) denaturace 95°C 30 s
3) annealing 58°C 45 s
4) extenze 72°C1,5 min
5) GOTO 2 35x
6) fin. extenze 72°C 10 min
Prˇipravena´ cDNA slouzˇila jako templa´t pro amplifikaci prˇ´ıslusˇny´ch geno-
vy´ch fragment˚u pomoc´ı PCR s Pfu DNA Polymerase (Fermentas, kat. cˇ.
EPO501). Reakce byla provedena dle pr˚uvodn´ıho protokolu v objemu 50
µl (1 µl cDNA, 8 (4) µl MgSO4 (4 (2) mM), 1,5 (1) µl Pfu DNA poly-
merasy (3,75 (2,5) u)). U´daje v za´vorka´ch se vztahuj´ı k amplifikaci frag-
ment˚u MAP18 (prˇi 0 cˇi 4 mM MgSO4 nevznikal specificky´ produkt ani prˇi
teplota´ch annealingu 55 nebo 60°C).
Tvorba prˇesahuj´ıc´ıch konc˚u Polymerasa Pfu se vyznacˇuje vy´razneˇ
nizˇsˇ´ı chybovost´ı oproti Taq polymerase, proto byla zvolena pro tvorbu frag-
ment˚u pro klonova´n´ı. Netvorˇ´ı vsˇak lepive´ konce (prˇesahy dA na 3’-konc´ıch),
ktere´ jsou nezbytne´ pro efektivn´ı klonova´n´ı do plasmidu pDrive. Prˇesahy
byly dopneˇny na´sleduj´ıc´ım postupem (dr. Luka´sˇ Fiˇser): vesˇkery´ produkt
PCR byl smı´cha´n v pomeˇru 1:1 s chloroformem (denaturace Pfu), vortexo-
va´n a centrifugova´m (5 min, 14 000 g).
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Reakcˇn´ı smeˇs
pro 3’-dT extenzi (30 µl)
10x Taq Buffer
(+(NH4)2SO4, -MgCl2)
. . . 3 µl
25 mM MgCL2 2 µl
10 mM dNTP 0,75 µl
Taq DNA pol. 0,2 µl
DNA byla vysra´zˇena z horn´ı vodne´ fa´ze po prˇida´n´ı 0,1 objemu CH3COONa
(3M, pH = 5,2), 3 objemu˚ 96% EtOH (-20°C), 1 h inkubace prˇi -20°C a
centrifugaci (20 min, 14 000 g, 4°C). Pelet byl promyt 200 µl 70% EtOH
(-20°C), znovu centrifugova´n (5 min, 14 000 g) a vysusˇen. Pote´ byl pelet
rozpusˇteˇn v 30 µl reakcˇn´ı smeˇsi pro Taq DNA polymerasu (Fermentas, kat.
cˇ.EP0406) a vlastn´ı extenze prob´ıhala 10 min prˇi 72°C. Vesˇkery´ produkt
byl separova´n elektroforesou na agarosove´m gelu (1,2 % agarosy, GelRed 1
µg/ml, pufr TAE (40 mM Tris aceta´tu, 1 mM EDTA, pH = 8,0), vzorek
byl smı´sen s 6x DNA Loading Dye (Fermentas, kat. cˇ. R0611) v pomeˇru 5:1
a jako markeru byly pouzˇity 3 µl GeneRuler (Fermentas, kat. cˇ. SM0322)).
Produkt odpov´ıdaj´ıc´ı velikosti byl izolova´n kitem QIAEX II Gel Extraction
Kit (QIAGEN, kat. cˇ. 20021) dle pr˚uvodn´ıho manua´lu QIAEX II Handbook.
Prˇi prˇ´ıpraveˇ konstrukt˚u genu MAP18 byl cely´ postup omylem modifikova´n:
reakcˇn´ı smeˇs po PCR s Pfu byla ihned prˇ´ımo prˇecˇiˇsteˇna elektroforesou a
na´slednou izolac´ı z agarosove´ho gelu, pote´ byla provedena vlastn´ı extenze
s Taq polymerasou jej´ı produkt byl prˇ´ımo klonova´n bez purifikace. I v tomto
prˇ´ıpadeˇ bylo klonova´n´ı u´speˇsˇne´.
GYT medium (1L)
pepton 2,5 g
yeast extract 1,25 g
glycerol 100 g
sterilisova´no filtrac´ı
uchova´va´no prˇi 4°C
Bakteria´ln´ı linie
Prˇ´ıprava elektrokompetentn´ıch buneˇk E. coli Konzerva buneˇcˇne´
linie Escherichia coli DH5α byla rozcˇa´rkova´na na plotnu LB media a druhy´
den byly trˇi kolonie zaocˇkova´ny do 25 ml media LB a kultivova´ny prˇes
noc. Ra´no bylo 5 ml te´to suspenze zaocˇkova´no do 200 ml media SOB a
kultivova´no do OD600 = 0,4 (vsˇechny kultivace prˇi 37°C, 150 rpm). Pote´
byla suspenze zchlazena na ledu (20 min) a cˇtyrˇikra´t centrifugova´na (4 000
g, 10 min, 4°C). Po centrifugac´ıch byla resuspendova´na postupneˇ ve 20 ml
vychlazene´ dest. vody, ve 12 ml a 4 ml vychlazene´ho 10% glycerolu a nakonec
po odsa´t´ı vesˇkere´ho supernatantu vy´veˇvou ve 400 µl vychlazene´ho media
GYT. Vy´sledna´ suspenze byla narˇedeˇna mediem GYT na 2,5.1010 buneˇk/ml
(prˇicˇemzˇ OD600 = 1,0 odpov´ıda´ 2,5.10
8 buneˇk/ml) a v alikvotech 40 µl
zamrazˇena v tekute´m dus´ıku a skladova´na prˇi -70°C.
SOB medium (1L)
pepton 2 g
yeast extract 5 g
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
pH 6,7
Prˇ´ıprava elektrokompetentn´ıch buneˇk Agrobacterium tumefaciens
Postup je stejny´ jako v minule´m prˇ´ıpadeˇ, pouzˇita byla linie C58C1. Do
tekute´ho media (3 ml YEB s rifampicilinem 100 µg/ml) byla zaocˇkova´na
pouze jedna kolonie a kulturou bylo pote´ inokulova´no 300 ml media. Kul-
tivace prob´ıhala do OD600 = 0,5 a k promy´va´n´ı se pouzˇ´ıvalo 2 – 3 x 300
ml vody a pote´ 10 ml 10% glycerolu. Po posledn´ı centrifugaci byla suspenze
resuspendova´na ve 3 ml 10% glycerolu a zamrazˇena v alikvotech 40 µl.
Prˇ´ıprava kompetentn´ıch buneˇk pro transformaci teplotn´ım
sˇokem Konzerva buneˇcˇne´ linie Escherichia coli XL1blue (resistentn´ı
k tetracyklinu) byla rozcˇa´rkova´na na plotnu LB media a druhy´ den bylo
sˇest koloni´ı zaocˇkova´no do 15 ml media SOB a kultivova´no prˇes noc. Ra´no
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byly 2 ml te´to suspenze zaocˇkova´ny do 250 ml media SOB a kultivova´ny do
OD600 = 0,6 (vsˇechny kultivace prˇi 37°C, 150 rpm). Pote´ byla suspenze zch-
lazena na ledu (10 min) a dvakra´t centrifugova´na (2 500 g, 10 min, 4°C). Po
kazˇde´ centrifugaci byla resuspendova´na v 80 resp. 20 ml vychlazene´ho media
TB. Pote´ bylo k suspenzi prˇida´no DMSO na fina´ln´ı koncentraci 7 % a po 10
min sta´n´ı na ledu byly bunˇky v alikvotech 1 – 2 ml zamrazˇeny v tekute´m
dus´ıku a skladova´ny prˇi -70°C.
YEB medium (1 L)
pepton 10 g
yeast extract 1 g
sacharosa 5 g
MgSO4 0,5 g
MgSO4 kla´vova´n spolecˇneˇ
pH neupravova´no
Ligace fragmentu do plasmidu pDrive a transformace do Es-
cherichia coli
Ligace Fragment s prˇesahuj´ıc´ımi konci dA byl insertova´n do lineariso-
vane´ho plasmidu pDrive s dU prˇesahy na obou 3’-konc´ıch pomoc´ı kitu QI-
AGEN PCR Cloning Kit dle pr˚uvodn´ıho protokolu QIAGEN PCR Cloning
Handbook (QIAGEN, kat. cˇ. 231124). Slozˇen´ı 10 µl reakcˇn´ı smeˇsi: 1 µl
pDrive Cloning Vector, 4 µl PCR produktu, 5 µl 2x ligacˇn´ı smeˇsi. Ligace
prob´ıhala 2 h nebo prˇes noc (v prˇ´ıpadeˇ konstrukt˚u MAP18 ) prˇi 4°C.
SOC medium (1L)
pepton 20 g
yeast extract 5 g
glukosa 20 mM
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM
sterilisova´no filtrac´ı
uchova´va´no zmrazene´
Transformace do Escherichia coli Ligacˇn´ı smeˇs byla transformova´na
bud’ teplotn´ım sˇokem do kompetentn´ıch buneˇk linie XL1blue s tetracykli-
novou resistenc´ı (4 µl ligacˇn´ı smeˇsi prˇida´ny ke kompetentn´ım bunˇka´m (0,5
ml) rozmrazeny´m na ledu, po zamı´cha´n´ı inkubova´no na ledu 25 min, pote´
vystaveno teplotn´ımu sˇoku (42°C, 1 min) a znovu zchlazeno 2 min na ledu),
nebo elektroporac´ı do elektrokompetentn´ıch buneˇk linie DH5α (ke 40 µl
elektrokompetentn´ıch buneˇk rozmarazeny´ch na ledu ve vychlazene´ elektro-
poracˇn´ı kyveteˇ prˇida´ny 3 µl odsolene´20 ligacˇn´ı smeˇsi a po 1 min inkubace
na ledu byl aplikova´n elektricky´ puls 2,5 kV (resistence 200 Ω, kapacitance
25 µF)). Ke smeˇs´ım po transformaci byl ihned prˇida´n 1 ml media SOC a po
1 h trˇepa´n´ı (180 rpm, 37°C) byl roztok rozt´ıra´n na plotny LB media s ka-
namycinem (50 mg/l) a X-galem (80 mg/l) v objemech 50, 300 a 1000 µl.
Plotny byly kultivova´ny prˇi 37°C do druhe´ho dne.
LB medium (1 L)
pepton 10 g
yeast extract 5 g
NaCl 10 g
agar (tuhe´ LB) 17,5 g
pH neupravova´no 7,5
Selekce koloni´ı s insertovany´m fragmentem Selekce je zalozˇena
jednak na kanamycinove´ rezistenci nesene´ plasmidem pDrive (prˇezˇ´ıvaj´ı jen
transformovane´ bunˇky), za druhe´ na aktiviteˇ LacZ α-peptidu, ktery´ sˇteˇp´ı
X-gal za vzniku modre´ho indolove´ho zabarven´ı bakteria´ln´ıch koloni´ı. Klono-
vac´ı mı´sto plasmidu pDrive lezˇ´ı uvnitrˇ LacZ α genu, inserce fragmentu tud´ızˇ
rusˇ´ı aktivitu LacZ α-peptidu a bakteria´ln´ı kolonie z˚usta´vaj´ı b´ıle´. Vzhledem
k omezene´ spolehlivosti modro-b´ıle´ selekce (dr. Fiˇser, u´st. sdeˇlen´ı) byla prˇ´ı-
tomnost fragmentu dodatecˇneˇ kontrolova´na po prˇecˇa´rkova´n´ı 25 prˇedbeˇzˇneˇ
vybrany´ch koloni´ı na nove´ plotny (kultivace 1 den, 37°C) pomoc´ı PCR.
20Odsolen´ı bylo provedeno na kolonce tvorˇene´ mikrozkumavkou naplneˇnou gelem (1 %
agarosa, 100 mM glukosa) do neˇhozˇ byla beˇhem tuhnut´ı vytvorˇena 200 µ pipetovac´ı sˇpicˇkou
jamka, do n´ızˇ byla posle´ze napipetova´na odsolovana´ ligacˇn´ı smeˇs. Po 90 min byla pouzˇita
k elektroporaci.
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Obra´zek 2.4: Dveˇ mozˇne´ ori-
entace fragmentu ve vek-
toru pDrive. Pro dalˇs´ı pra´ci
je vhodneˇjˇs´ı reverzn´ı orientace,
vy´beˇr se provede pomoc´ı PCR
s primery M13-R – Rev cˇi Forw
– M13-F.
Prˇecˇa´rkovane´ kolonie byly skladova´ny prˇi 4°C a z˚usta´vaj´ı zˇivotaschopne´ min-
ima´lneˇ meˇs´ıc.
Screen-PCR Kv˚uli symetrii klonovac´ıho mı´sta prob´ıha´ inserce fragmentu
do plasmidu pDrive nespecificky (fragment mu˚zˇe by´t orientova´n prˇ´ımo i
revezneˇ, obra´zek2.4). Ve vzda´lenosti zhruba 30 bp od klonovac´ıho mı´sta
lezˇ´ı na plasmidu pDrive dalˇs´ı restrikcˇn´ı mı´sta BamHI i HindIII. V prˇ´ı-
padeˇ nedostatecˇne´ho restrikcˇn´ıho sˇteˇpen´ı (zvla´sˇteˇ prˇi parcia´ln´ım sˇteˇpen´ı)
nemus´ı restrikce probeˇhnout na vsˇech restrikcˇn´ıch mı´stech fragmentu i plas-
midu za´rovenˇ a vy´sledny´ vysˇteˇpeny´ fragment mu˚zˇe ne´st rudimenty plasmidu
pDrive, ktere´ mohou zp˚usobit nefunkcˇnost konstruktu s GFP. Vy´hodneˇjˇs´ı
je reverzn´ı orientace fragmentu, nebot’ nedokonale´ fragmenty jsou prˇeva´zˇneˇ
typu BamHI–BamHI cˇi HindIII–HindIII, ktere´ nejsou schopny inkorporace
do BamHI/HindIII klonovac´ıho mı´sta na plasmidu pGreenII prˇi GFP fu´zi.
Vy´beˇr koloni´ı s vhodny´mi inserty byl proveden pomoc´ı PCR s vhodny´mi pri-
mery (M13-R – Rev cˇi M13-F – Forw). Prˇi izolaci velmi kra´tky´ch fragment˚u
jako v prˇ´ıpadeˇ MAP18 1−23 nen´ı mozˇne´ na elektrofore´ze spolehliveˇ identi-
fikovat prˇ´ıtomnost PCR produktu, pouzˇijem-li k amplifikaci primery Forw –
Rev, nebot’ produkt sply´va´ s sˇumem na cˇele efektrofore´zy. Amplifikujeme-li
vsˇak fragment pomoc´ı jednoho M13 primeru, je jizˇ produkt dobrˇe deteko-
vatelny´.
PCR byla provedena dle provedena dle pr˚uvodn´ıho protokolu pro Taq DNA
polymerasu (Fermentas, kat. cˇ. EP0406). Slozˇen´ı 20 µl reakcˇn´ı smeˇsi: 2 µl 10x
Taq Buffer (+(NH4)2SO4, -MgCl2), 0,4 µl kazˇde´ho primeru (0,2 µM), 0,4 µl
dNTP (0,2 µM), 1,2 µl MgCl2 (1,5 µM), 0,3 µl Taq DNA polymerasa. Jako
templa´t slouzˇilo male´ mnozˇstv´ı bakteri´ı prˇeneseny´ch pa´ra´tkem z prˇecˇa´rko-
vany´ch koloni´ı. Program PCR byl stejny´ jako prˇi amplifikaci s Pfu poly-
merasou s vy´jimkou zkra´cen´ı doby extenze na 1 min a zvy´sˇen´ı pocˇtu cykl˚u
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na 39. Produkt reakce byl elektroforeticky separova´n na 1,2% agarose, pro
kra´tke´ fragmenty MAP18 1−23 byla pouzˇita 2% agarosa.
TB medium
PIPES 10 mM
MnCl2 55 mM
CaCl2 15 mM
KCl 250 mM
pH 6,7
Izolace plasmidu z bakteri´ı Vybrane´ kolonie s potvrzeny´m insertem
byly zaocˇkova´ny do 3 ml tekute´ho LB media a kultivova´ny prˇes noc (180
rpm, 37°C). Ra´no byly bakterie sedimentova´ny (8 000 g) a izolace plasmidu
byla provedena na kolonka´ch kitem Wizard Plus SV Minipreps Purification
System (Promega, kat. cˇ. A1460) dle pr˚uvodn´ıho protokolu centrifugacˇn´ı
metodou. Jako kriticke´ kroky ovlivnˇuj´ıc´ı vy´teˇzˇek byly identifikova´ny:
1) sta´rˇ´ı a hustota suspenze – kolonky maj´ı omezenou kapacitu a mohou
by´t prˇeyceny prˇ´ıliˇsny´m mnozˇstv´ım buneˇk a za´rovenˇ mu˚zˇe r˚ust pod´ıl
mrtvy´ch buneˇk v suspenzi
2) centrifugace suspenze – prˇ´ıliˇs vysoke´ ota´cˇky vedou v velmi kompakt-
n´ımu peletu, ktery´ se obt´ızˇneˇ resuspenduje
3) resuspendova´n´ı – je nejkriticˇteˇjˇs´ım krokem, vortexova´n´ı nen´ı dosta-
tecˇne´, je trˇeba resuspendovat pipetova´n´ım
4) prˇida´va´n´ı neutralisacˇn´ıho roztoku po lyzi buneˇk – v protokolu do-
porucˇuj´ı okamzˇite´ protrˇepa´n´ı, pak vznika´ klkovita´ srazˇenina, ktera´
se velmi obt´ızˇneˇ centrifuguje, nebot’ plave na hladineˇ. Pokud se po
prˇida´n´ı roztoku necha´ smeˇs neˇkolik sekund sta´t, vznika´ kompaktneˇjˇs´ı
srazˇenina, ktera´ se le´pe centrifuguje. Prˇestozˇe v protokolu varuj´ı prˇed
nedostatecˇny´m odstraneˇn´ım srazˇeniny, neovlivnˇuje tato chyba vy´razneˇ
vy´teˇzˇek (nejvy´sˇe jeho cˇistotu).
V posledn´ım kroku bylo k eluci DNA pouzˇito 50 µl vody oproti 100 µl
uvedeny´ch v protokolu (dle doporucˇen´ı J. Kobrlove´) za u´cˇelem zvy´sˇen´ı kon-
centrace produktu. Izolovany´ plasmid byl uskladneˇn prˇi -20°C.
Prˇ´ıprava bakteria´ln´ıch konzerv Pro dlouhodobe´ uchova´n´ı bakteria´l-
n´ıch lini´ı bylo 40 µl bakteria´ln´ı suspenze smı´cha´no s 10 µl 50% glycerolu,
zmrazeno v mikrozkumavce ponorˇen´ım do tekute´ho dus´ıku a ulozˇeno do
-70°C.
Stanoven´ı koncentrace a sekvenace DNA Koncentrace izolovane´
plasmidove´ DNA byla nejdrˇ´ıve odhadova´na porovna´n´ım s intenzitou markeru
na agarosove´ elektroforese. Tato metoda se uka´zala jako nespolehliva´, nebot’
docha´zelo k podhodnocova´n´ı koncentrace DNA, cozˇ meˇlo za na´sledek prˇesy-
cen´ı na´sleduj´ıc´ıch krok˚u prˇ´ıpravy konstruktu (restrikce a izolace restrikcˇn´ıch
fragment˚u). Vy´sledkem byla kontaminace ligacˇn´ı smeˇsi prˇi ligaci restrikcˇn´ıch
fragment˚u do vektoru pGreenII nesˇteˇpeny´m plasmidem pDrive a transfor-
mace na´sledne´ generace bakteri´ı t´ımto plasmidem, nikoli zˇa´dany´m konstruk-
tem v plasmidu pGreenII (chyba byla odhalena azˇ prˇi opakovane´m selha´va´n´ı
sekvenace s primery specificky´mi pro pGreenII). Koncentrace DNA byla
proto nada´le stanovova´na prˇ´ıstrojem NanoDrop 1000 v rezˇimu DNA-50. Izo-
lace miniprepem vedla beˇzˇneˇ ke koncentrac´ım DNA okolo 300 ng/µl s uspo-
kojivou cˇistotou (dle index˚u 260/230 a 260/280). Pro kontroln´ı sekvenacˇn´ı
reakci byl pouzˇit ekvivalent plasmidu dle pravidla 100 ng na 1000 bp (pro
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pDrive okolo 400 ng, ekv. 1-2 µl) a 0,3 µl primeru M13-F (0,2 mM) do
celkove´ho objemu 14 µl. Vlastn´ı sekvenacˇn´ı reakci provedla servisneˇ Sekve-
nacˇn´ı laboratorˇ Biologicke´ sekce PrˇF UK. De´lka spolehliveˇ prˇecˇtene´ho frag-
mentu se pohybovala okolo 1 kbp.
Tvorba fu´zn´ıho konstruktu ve vektoru pGreenII
Na´sleduj´ıc´ı kroky prˇ´ıpravy fluorescencˇn´ıch fu´zn´ıch konstrukt˚u spocˇ´ıvaly ve
vysˇteˇpen´ı fragment˚u z plasmidu pDrive (skrze vnesena´ restrikcˇn´ı mı´sta BamHI
a HindIII na okraj´ıch fragmentu) a jeho ligova´n´ı do plasmidu pGreenII, jezˇ
jizˇ nesl sekvenci pro GFP. Vy´sledny konstrukt byl opeˇt vnesen do E. coli.
Jako vektor byl pouzˇit pGreenII 0129 s hygromycinovou resistenc´ı v ros-
tlina´ch a kanamycinovou resistenc´ı v bakteri´ıch, 35S promotorem a EGFP
sekvenc´ı vlozˇenou mezi restrikcˇn´ı mı´sta XbaI a BamHI, resp. HindIII a SalI
dle typu fu´ze (Hellens et al. (2000), modifikova´no L. Fischerem). Vlastn´ı
fragment je vkla´da´n mezi restrikcˇn´ı mı´sta BamHI a HindIII.
Restrikcˇn´ı sˇteˇpen´ı Restrikci komplikovala prˇ´ıtomnost intern´ıho restrik-
cˇn´ıho mı´sta BamHI uprostrˇed genu DREPP4, ktera´ si vynutila parcia´ln´ı
sˇteˇpen´ı.
Tabulka 2.15: Vy´pocˇet mnozˇstv´ı restrikcˇn´ıch enzymu˚
BamHI HindIII
restrikcˇn´ı mı´sta
λ-fa´g 0,1 kbp−1 0,14 kbp−1
pDrive:(DREPP2,MAP18) 0,44 kbp−1 0,44 kbp−1
pDrive:DREPP4 0,66 kbp−1 0,44 kbp−1
pocˇet jednotek
pDrive:(DREPP2,MAP18) 4,4 u 3,1 u
pDrive:DREPP4 6,6 u 3,1 u
Vy´pocˇet mnozˇstv´ı restrika´z Jednotkova´ aktivita restrikta´zy je defi-
nova´na kompletn´ım rozsˇteˇpen´ım 1 µg λ-fa´gu (50 kbp) v 50 µl za 1 h prˇi
37°C. Hustota restrikcˇn´ıch mı´st v λ-fa´gu je 5 mı´st/50 kbp (BamHI), resp. 7
mı´st/50 Kbp (HindIII). V konstruktech pDrive:DREPP (3,8 + 0,7 kbp) se
vyskytuj´ı 2 restr. mı´sta HindIII a 2 nebo 3 restr. mı´sta BamHI.
Vlastn´ı sˇteˇpen´ı Soucˇasne´ sˇteˇpen´ı enzymy BamHI a HindIII bylo prove-
deno v prostrˇed´ı 2x Y+/Tango (vsˇe od firmy Fermentas, kat. cˇ. ER0051,
ER0501, BY1), kdy je nejspolehliveˇjˇs´ı aktivita obou enzymu˚. Kompletn´ı
sˇteˇpen´ı (pGreenII, pDrive:(DREPP2,MAP18)) bylo provedeno v nadbytku
obou restrikcˇn´ıch enzymu˚ (10 u) po dobu 3 h. Parcia´ln´ı sˇteˇpen´ı (pDrive:DREPP4 )
enzymem BamHI bylo provedeno po kompletn´ım sˇteˇpen´ı enzymem HindIII.
Pro parcia´ln´ı sˇteˇpen´ı byla pouzˇita 13x nizˇsˇ´ı koncentrace enzymu BamHI
(0,5 u) po dobu 5 minut (odebra´na 1/2 reakcˇn´ı smeˇsi) a 10 minut (ode-
bra´n zbytek smeˇsi). Inaktivace enzymu byla v obou prˇ´ıpadech provedena
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prˇ´ıdavkem 0,1 objemu 0,5 M EDTA pH=8,0. Produkty byly okamzˇiteˇ sep-
arova´ny elektroforeticky na 1,5% agarose (v prˇ´ıpadeˇ velmi kra´tke´ho frag-
mentu MAP18 1−23 byla pouzˇita 2% agarosa, elektroforesa 2 h prˇi 40 V).
Fragment zˇa´dane´ velikosti byl vyrˇ´ıznut z gelu a DNA byla izolova´na kitem
QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN). Charakteristicky´ vy´teˇzˇek izolace
je 20-30 µl s koncentrac´ı 10-15 ng/µl (fragment) a 40 ng/µl pro vektor
pGreenII.
Parcia´ln´ı restrikcˇn´ı sˇteˇpen´ı
Restrikcˇn´ı smeˇs (50 µl)
plasmidova´ DNA 1 µg
10X Y/Tango 10 µl
HindIII 10 u
sˇteˇpen´ı 3 h prˇi 37°C
BamHI 0,5 u
sˇteˇpen´ı 5 a 10 min prˇi 37°C
Ligace Pomeˇr vektoru a fragmentu byl volen 1:7 (doporucˇen´ı dr. Fiˇsera).
Slozˇen´ı 20 µl ligacˇn´ı smeˇsi: 10X ligacˇn´ı pufr (2 µl), T4 DNA liga´zae (2 µl,
2 u, Fermentas, kat. cˇ. EL0015), zbytek reakcˇn´ı smeˇsi (16 µl) byl tvorˇen
prˇ´ıslusˇny´mi pomeˇry vektoru pGreenII a fragmentu (oba po restrikci a elek-
troforeticke´ purifikaci). Ligacˇn´ı reakce prob´ıhala 16 hodin prˇi 4°C.
Transformace bakteri´ı konstruktem Vytvorˇeny´ konstrukt frag-
mentu DREPP/MAP18 ve vektoru pGreenII 0129 (EGFP) byl transfor-
mova´n do bakteri´ı E. coli linie XL1blue teplotn´ım sˇokem stejny´m zp˚usobem
jako v prˇ´ıpadeˇ konstruktu v pDrive. K selekci na plotna´ch LB media byl nyn´ı
pouzˇit kanamycin (50 µg/ml) a vy´beˇr koloni´ı nesouc´ıch plasmid pGreenII
byl proveden po prˇecˇa´rkova´n´ı pomoc´ı fluorescencˇn´ıho mikroskopu, nebot’
bakterie jsou schopny exprimovat funkcˇn´ı protein GFP. Potvrzen´ı prˇ´ıtom-
nosti insertu bylo provedeno pomoc´ı PCR s primery 35SF a Rev., reakcˇn´ı
podmı´nky byly shodne´ jako po transformaci konstrukty v plasmidu pDrive.
Izolace plasmidu miniprepem byla provedena opeˇt kitem Wizard Plus SV
Minipreps Purification System (Promega). Kontroln´ı sekvenace nebyla nyn´ı
prova´deˇna, z vybrany´ch koloni´ı byly opeˇt prˇipraveny konzervy.
Transientn´ı biolisticka´ transformace rostlinne´ho materia´lu
Prˇ´ıprava plasmid˚u miniprepem Bakterie E. coli XL1blue s konstrukty
pGreen:DREPP/MAP18 byly zaocˇkova´ny do 30 µl tekute´ho LB media s ka-
namycinem (50 µg/ml) a kultivova´ny 16 h (37°C, 180 rpm). Izolace plasmidu
probeˇhla pomoc´ı kolonove´ho kitu JETSTAR 2.0 MIDI columns with Lysate
Filter Unit (GENOMED) dle pr˚uvodn´ıho protokolu. Vy´sledna´ DNA byla
rozpusˇteˇna v 50 µl vody, vy´teˇzˇek se pohyboval kolem 3-4 µg/µl.
Prˇ´ıprava na´bojnic pro biolistiku Biolisticky´ experiment byl prove-
den s vybaven´ım Helios Gene Gun system (BIO-RAD, kat. cˇ. 165-2432).
Zlate´ kulicˇky o pr˚umeˇru 1 µm (BIO-RAD, kat. cˇ. 165-2263) byly resus-
pendova´ny v 70% EtOH, po 15 min mı´rneˇ centrifugova´ny (5 000 g, 15 s) a
3x resuspendova´ny a promyty ve vodeˇ (centr. 30 s, 7 000 rpm). Pote´ byly
resuspendova´ny v 50% glycerolu (200 µl) a opeˇt 2x promyty vodou. Da´le
byly resuspendova´ny ve 100 µl 50 µM spermidinu, 2 s vortexova´ny a 2x
30 s sonikova´ny ve vodn´ı la´zni. Nyn´ı byl ke kulicˇka´m prˇida´n ekvivalent 50
µg plasmidu (vortexova´no 5 s) a velmi pomalu 100 µl 1 M CaCl2 (vortex-
ova´no po kazˇde´ kapce), suspenze byla necha´na 10 min precipitovat, pak byla
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centrifugova´na (5 000 g, 15 s) a 3x resuspendova´na v bezvode´m EtOH (cen-
trifugace 5 000 g, 5 s). Na za´veˇr byly kulicˇky resuspendova´ny ve 2 ml 5%
polyvinylpyrolidinu v bezvode´m EtOH. Na´bojnicova´ trubicˇka byla vysusˇena
dus´ıkem (15 min, 0,35 l/min) v susˇ´ıc´ım apara´tu a pote´ naplneˇna prˇedsoniko-
vanou zlatou suspenz´ı. Po 15 min sedimentace ve stabiln´ı vodorovne´ poloze
byl roztok velmi opatrneˇ odstraneˇn injekcˇn´ı strˇ´ıkacˇkou (beˇhem 1 min), aby se
nedisturboval zlaty´ sediment. Trubicˇka byla pote´ opeˇt vysusˇena dus´ıkem za
sta´le´ho ota´cˇen´ı a narˇeza´na na jednotlive´ na´bojnice pomoc´ı rˇezac´ıho apara´tu.
Na´bojnice byly dlouhodobeˇ skladova´ny na silikagelu prˇi 7°C.
Rostlinny´ materia´l Biolisticka´ transformace byla aplikova´na na r˚uzne´
rostlinne´ materia´ly, jednak na bunˇky trˇ´ıdenn´ı suspenze Nicotiana tabacum
’Bright yellow’ (BY-2), da´le vsˇak i na listy Nicotiana benthamiana, Ara-
bidopsis thaliana, Capsella bursa-pastoris (sbeˇr semen u osady Horn´ı Cˇerna´
Studnice, okr. Jablonec nad Nisou) a Sysimbrium loeselii (sbeˇr semen na Al-
bertoveˇ, Praha). Rostliny byly kultivova´ny v konvencˇn´ım substra´tu v kulti-
vacˇn´ı mı´stnosti prˇi 20°C a fotoperiodeˇ 16 h, buneˇcˇna´ suspenze ta´ba´ku Nico-
tiana tabacum ’Bright yellow’ (BY-2) byla kultivova´na v tekute´m MS me´diu
(pasa´zˇova´n´ı po 7-8-(10) dnech, ocˇkova´n´ı 1:30 ml, kultivace ve tmeˇ prˇi 25-
26°C, rotace 120 rpm). Vlastn´ı transformace prob´ıhala mezi 9. a 10. hodinou
dopoledn´ı.
MS medium (1L)
M 5524 (Sigma) 2,2 g
sacharosa 30 g
2,4-D 0,1 mg
agar (tuhe´) 8 g
Biolistika 10 ml trˇ´ıdenn´ı buneˇcˇne´ BY-2 bylo opatrneˇ vakuoveˇ odsa´to na
pap´ırove´m filtru o pr˚umeˇru 6 cm a i s filtrem polozˇeno na plotnu MS media
ve stejneˇ velke´ Petriho misce. Transformace byla provedena vy´strˇelem z gen-
ove´ho deˇla Helios Gene Gun z bezprostrˇedn´ı bl´ızkosti za pouzˇit´ı rozptylove´
mrˇ´ızˇky. Z jedne´ na´bojnice byly provedeny trˇi vy´strˇely do jednoho mı´sta
a v prˇ´ıpadeˇ potrˇeby vysˇsˇ´ı u´speˇsˇnosti transformace bylo do stejne´ho mı´sta
vystrˇ´ıleno v´ıce na´bojnic. Tlak hnac´ıho helia byl nastaven na 150 Ψ. Listy
byly transformova´ny obdobny´m zp˚usobem - odstrˇizˇeny´ list byl polozˇen l´ı-
covou stranou na st˚ul a opacˇna´ strana byla vystavena palbeˇ. Pote´ byl list
polozˇen rubovou stranou na plotnu MS media. Materia´l po transformaci byl
kultivova´n cˇtyrˇi hodiny a pote´ mikroskopova´n.
Stabiln´ı transformace rostlinne´ho materia´lu
K inkorporace konstrukt˚u pGreenII:DREPP/MAP18 do rostline´ho materi-
a´lu bylo vyuzˇito Agrobacterium tumefaciens. Plasmidem je za´rovenˇ vna´sˇena
selekce k hygromycinu.
Transformace bakterie Agrobacterium tumefaciens Konstrukt byl do
elektrokompetentn´ıch bakteri´ı vnesen elektroporac´ı ve formeˇ izolovane´ plas-
midu (1 µl) spolecˇneˇ s 1 µl plasmidu pSoup (Hellens et al., 2000), ktery´
je nezbytny´ pro udrzˇen´ı plasmidu pGreenII v bakteri´ıch. K bakteri´ım byl
prˇida´n 1 ml media SOC21 a po trˇech hodina´ch trˇepa´n´ı (180 rpm, 28°C) byly
21Standardneˇ je pouzˇ´ıva´no medium YEB recovery, avsˇak v d˚usledku omylu jsem zjistil,
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vyse´va´ny na plotny LB media s kanamycinem (50 µg/ml) a rifampicinem
(100 µg/ml). Po trˇech dnech byly vybrane´ kolonie prˇecˇa´rkova´ny na nove´
medium a podrobeny screenu pod fluorescencˇn´ım mikroskopem (GFP) a
PCR jako v prˇ´ıpadeˇ transformace E. coli. Ze spra´vny´ch koloni´ı byly vytvorˇeny
konzervy (10% glycerol).
Transformace buneˇk BY-2 Obsah konzervy s odpov´ıdaj´ıc´ım kmenem
Agrobacterium tumefaciens byl rozcˇa´rkova´n na plotnu LB media s kanamy-
cinem (50 µg/ml) a rifampicinem (100 µg/ml) a po trˇech dnech kultivace
prˇi 28°C byla jedna kolonie zaocˇkova´na (d˚ukladny´m rozetrˇen´ım po steˇneˇ
banˇky azˇ do sucha) do 10 ml YEB media s kanamycinem (50 µg/ml) a ri-
fampicinem (100 µg/ml) a kultivova´na do druhe´ho dne (150 rpm, 28°C).
Druhy´ den byly zfiltrova´ny (filtra´tko 220 nm) bunˇky z 30 ml trˇ´ıdenn´ı sus-
penze BY-2, resuspendova´ny na p˚uvodn´ı objem cˇerstvy´m MS mediem s 20
µM acetosyringonu a suspenze byla disturbova´na 50x nasa´va´n´ım pipetou
(s neustrˇizˇenou sˇpicˇkou 1 ml). Disturbance zp˚usob´ı posˇkozen´ı poneˇk a jejich
snadneˇjˇs´ı infekci Agrobacteriem. Suspenze byla pote´ po 2 ml rozpipetova´na
do Petriho misek (pr˚umeˇr 6 cm), spolecˇneˇ se 150 µl bakteria´ln´ı suspenze
vcˇetneˇ kontroly bez bakteri´ı. Kokultivace prob´ıhala dva dny ve tmeˇ prˇi 26°C.
Selekce transformovany´ch buneˇk Suspenze po dvou dnech kokul-
tivace byla zfiltrova´na a 3x propla´chnuta veˇtsˇ´ım objemem 3% sacharosy
s 500 µg/ml Cefotaximu (Cefotaxime Lek, Lek Pharmaceuticals, Slovinsko)
za u´cˇelem likvidace agrobacteria. Na za´veˇr byly bunˇky resuspendova´ny v 10
ml MS media s cefotaximem (50 µg/ml) a hygromycinem (20 µg/ml) a vy-
sety na plotny MS media se stejny´m obsahem antibiotik (zhruba 5 misek
o pr˚umeˇru 6 cm). Na´sledna´ selekce transformovany´ch buneˇk prob´ıhala neˇko-
lik ty´dn˚u ve tmeˇ prˇi 26°C ve veˇtsˇ´ıch Petriho miska´ch s navlhcˇenou bunicˇinou,
ktera´ zabranˇuje vysycha´n´ı.
Prˇ´ıprava buneˇcˇne´ suspenze Po dvou azˇ cˇtyrˇech ty´dnech byl zrˇejmy´ r˚ust
kalus˚u transformovany´ch buneˇk. Od kazˇde´ varianty bylo prˇepasa´zˇova´no sˇest
kalus˚u se silny´m GFP signa´lem na cˇerstve´ MS medium (50 ml v banˇka´ch)
s hygromycinem (20 µg/ml) a ve dvou paralela´ch byly dlouhodobeˇ kul-
tivova´ny ve tmeˇ prˇi (23) – 25 –28°C, s pasa´zˇova´n´ım po dvou meˇs´ıc´ıch. Od
kazˇde´ varianty byly za´rovenˇ odvozeny trˇi linie suspenzn´ıch kultur roztrˇepa´n´ım
cˇa´sti kalusu v 10 ml tekute´ho MS media s hygromycinem. U´speˇsˇneˇ rostouc´ı
suspenze byly pasa´zˇova´ny po 7 – 9 dnech (1:30 ml) s prˇ´ıdavkem hygromycinu
kazˇde´ dva meˇs´ıce.
zˇe SOC medium funguje take´.
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2.3.2 Konfoka´ln´ı mikroskopie
Cı´lem konfoka´ln´ıch pozorova´n´ı bylo odhalen´ı vnitrobuneˇcˇne´ lokalisace pro-
teinu DREPP pomoc´ı konstrukt˚u DREPP-GFP, ktere´ bylo prova´deˇna jak
na stabilneˇ, tak i transientneˇ transformovany´ch bunˇka´ch. Da´le bylo ucˇineˇno
neˇkolik fyziologicky´ch experiment˚u za u´cˇelem zjistit, zda-li se vnitrobuneˇcˇna´
distribuce proteinu meˇn´ı pod vlivem stresovy´ch stimul˚u.
Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace protein˚u DREPP-GFP
Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace fluorescencˇn´ıch protein˚u byla zkouma´na konfoka´l-
n´ım mikroskopem Leica TCS SP2 (Laboratorˇ konfoka´ln´ı a fluorescencˇn´ı
mikroskopie biologicke´ sekce PrˇF UK). Pouzˇita byla excitace laserem 488.
Emise byla smı´ma´na ve vlnovy´ch de´lka´ch 510 – 550. Pouzˇ´ıva´n byl objektiv
se zveˇtsˇen´ım 63x s vodn´ı imers´ı.
Intenzita fluorescence plasmaticke´ membra´ny ve stabilneˇ transformovany´ch
bunˇka´ch BY-2 byla urcˇova´na pomoc´ı funkce ’PlotProfile’ (maximum) v pro-
gramu ImageJ 1.37v22 testovac´ı lini´ı sˇ´ıˇrky 15 px vedenou kolmo na mem-
bra´nu. V kazˇde´ varianteˇ bylo promeˇrˇeno 5 – 10 buneˇk v neˇkolika rovina´ch,
celkem bylo provedeno okolo 150 rˇez˚u dvojitou membra´nou na mezibuneˇcˇny´ch
prˇepa´zˇka´ch a zhruba dvojna´sobek rˇez˚u jednoduchou membra´nou. Statisticky
byla data zpracova´na programem R 2.8.0 funkc´ı implementuj´ıc´ı t-test, t.test
s parametrem alternative="greater" nebo alternative="less" pro jed-
nostranny´ t-test.
Reakce protein˚u DREPP-GFP na osmoticky´ stres
K 1 ml suspenze trˇ´ıdenn´ıch bunˇek BY-2 stabilneˇ transformovany´ch kon-
strukty DREPP2-GFP a DREPP4-GFP a MAP181−23-GFP byl prˇida´n
NaCl na vy´slednou koncentraci 0,08 M (vsˇechny varianty) nebo sorbitol
(0,8; 0,24 a 0,08 M, pouze variantaMAP181−23-GFP). Bunˇky byly okamzˇiteˇ
sn´ıma´ny v neˇkolikaminutovy´ch intervalech (5 – 20 min a 3 h).
22http://rsbweb.nih.gov/ij
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2.3.3 Proteomicka´ analy´za protein˚u rodiny DREPP
Cı´lem proteomicke´ cˇa´sti studie je nalezen´ı interakcˇn´ıch partner˚u protein˚u
DREPP a potvrzen´ı interakce proteinu DREPP s mikrotubuly. Vy´choz´ım
materia´lem byla buneˇcˇna´ kultura BY-2 stabilneˇ transformovana´ konstrukty
DREPP-GFP. Prˇ´ıtomnost GFP umozˇnˇuje identifikovat fu´zn´ı protein imu-
noblotova´n´ım protila´tkou proti GFP a nen´ı tak nutne´ prˇipravovat protila´tku
proti konkre´tn´ımu proteinu. Nebezpecˇ´ım jsou vsˇak pochopitelneˇ artefakty,
nebot’ GFP m˚uzˇe stericky inhibovat neˇktere´ interakce proteinu a overexprese
m˚uzˇe ve´st k jeho neprˇirozene´mu chova´n´ı. Interaktory proteinu DREPP jsou
hleda´ny pomoc´ı blue-native elektroforesy, ktera´ umozˇnˇuje separaci intaktn´ıch
komplex˚u hydrofobn´ıch membra´novy´ch protein˚u.
Metodika blue-native elektroforesy je velmi citliva´ na precisnost proveden´ı.
Jako kl´ıcˇove´ faktory ovlivnˇuj´ıc´ı kvalitu separace kompex˚u byly identifikova´ny
tyto: solubilisace membra´nove´ frakce (pomeˇr koncentrac´ı detergentu a pro-
tein˚u; liˇs´ı se dle druhu membra´ny), velikost nana´sˇky na elektroforesu (nad-
meˇrne´ nana´sˇky zp˚usobuj´ı horsˇ´ı separaci), koncentracˇn´ı pomeˇr gradientove´ho
gelu a kvalita nalit´ı gradientu, napeˇt´ı prˇi elektroforese. Vsˇechny tyto operace
musely by´t optimalisova´ny. Vesˇkere´ pra´ce prob´ıhali nas ledu, nen´ı-li uvedeno
jinak.
Rostlinny´ materia´l
Buneˇcˇna´ suspenze Nicotiana tabacum BY-2 stabilneˇ transformovana´ plasmi-
dem pGreen0129 nesouc´ım konstrukty 35S:DREPP2:GFP a 35S:DREPP4:GFP
kultivovana´ cˇtyrˇi dny prˇi 25°C, inokulace 1:30 ml, medium MS s 20 µg/ml
hygromycinu.
Izolace mikrosoma´ln´ı frakce
Lysis pufr
PIPES 50 mM
MgSO4 2 mM
EGTA 2,5 mM
sacharosa 5 mM
DTT 5 mM
pH 6,8
PMSF 0,25 mM
Aprotinin 0,25 µM
Leupeptin 0,25 µM
Pepstatin A 0,25 µM
Buneˇcˇna´ suspenze (90 ml) byla vakuoveˇ filtrova´na prˇes na´levku s fritou
a z´ıskane´ bunˇky byly velmi d˚ukladneˇ rozdrceny v tekute´m dus´ıku pomoc´ı
trˇec´ı misky s tloucˇkem (homogenizace byla prova´deˇna neˇkolik minut za
pr˚ubeˇzˇne´ho prˇile´va´n´ı tekute´ho dus´ıku, azˇ do okamzˇiku, kdy homogeniza´t
ztratil krystalickou konsistenci). K homogeniza´tu bylo prˇida´no 20 ml Lysis
pufru s inhibitory protila´tek a po rozmrznut´ı byla smeˇs centrifugova´na (10
min, 5 000 g, 4°C). Supernatant obsahuj´ıc´ı cytoplasmatickou buneˇcˇnou frakci
bez jader a buneˇcˇne´ steˇny byl na´sledneˇ ultracentrifugova´n (90 min, 27 000 g,
4°C) a vznikly´ pelet mikrosoma´ln´ı membra´nove´ frakce byl resuspendova´n na
ledu v minima´ln´ım mnozˇstv´ı PM pufru23 24 a okamzˇiteˇ zmrazˇen v alikvotech
23PM pufr neobsahoval inhibitory proteas, ale pravdeˇpodobneˇ by bylo lepsˇ´ı prˇidat in-
hibitory i nyn´ı.
24Pro u´cˇely blue-native PAGE by bylo pravdeˇpodobneˇ prakticˇteˇjˇs´ı resuspendovat vzorek
prˇ´ımo v BN pufru.
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Obra´zek 2.5: Kalibracˇn´ı
krˇivka. Koncentrace protein˚u
byla stanovena metodou dle
Bradfordove´, standart BSA, s a
bez prˇida´n´ı KOH
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v tekute´m dus´ıku a dlouhodobeˇ ulozˇen do -70°C. Homogenisaci v tekute´m
dus´ıku byla da´na prˇednost prˇed sonikac´ı, nebot’ se da´ ocˇeka´vat, zˇe bude
sˇetrneˇjˇs´ı k proteinovy´m komplex˚um (nebylo testova´no).
Stanoven´ı koncentrace protein˚u Spra´vna´ determinace obsahu pro-
tein˚u je nezbytna´ pro stanoven´ı optima´ln´ıho mnozˇstv´ı detergentu prˇi na´sled-
ny´ch extrakc´ıch. Standardn´ı metoda stanoven´ı obsahu protein˚u dle Bradfor-
dove´ Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD, kat. cˇ. 500-0006) prˇi stanovova´n´ı
koncentrace mikrosoma´ln´ı frakce selha´va´, nebot’ hydrofobn´ı membra´nova´
frakce se beˇhem neˇkolika minut precipituje. Pouzˇit´ı detergent˚u nen´ı mozˇne´,
nebot’ jak SDS, tak dodecylmaltisid i Triton X-100 silneˇ interferuj´ı s testem.
PM pufr
PIPES 50 mM
MgSO4 1 mM
EGTA 1 mM
pH 6,8
Metoda byla tud´ızˇ upravena tak, zˇe k 5 µl mikrosoma´ln´ı frakce bylo prˇida´no
15 µl 1M KOH a smeˇs byla inkubova´na 20 min prˇi 37°C, prˇicˇemzˇ docha´z´ı
k degradaci membra´novy´ch lipid˚u25. Potom je ke smeˇsi prˇida´n 1 ml reagen-
cie Bio-Rad Protein Assay (zrˇedene´ vodou v pomeˇru 1:4) a po 8 min-
uta´ch byla zmeˇrˇena absorbance prˇi 595 nm na spektrometru BioMate 5
(Thermo Spectronic). Hydroxid je sice take´ uva´deˇn mezi la´tkami interferu-
j´ıc´ımi s testem, nebot’ pro pr˚ubeˇh testu je nezbytne´ silneˇ kysele´ pH okolo
25http://www.ruf.rice.edu/∼bioslabs/methods/protein/bradford.html
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1,1 zajiˇst’ovane´ kyselinou fosforecˇnou, pouzˇite´ mnozˇstv´ı hydroxidu je vsˇak
n´ızke´ a neznemozˇnˇuje proveden´ı testu (obra´zek 2.5. Kalibracˇn´ı krˇivka byla
zkonstruova´na obdobny´m zp˚usobem: BSA byl rozpusˇteˇn v PM pufru na kon-
centraci 50 mg/ml a pote´ dvakra´t narˇeden na koncentrace 5 a 0,5 mg/ml.
Z teˇchto standard˚u byla prˇipravena kalibracˇn´ı rˇada s ekvivalenty 125; 50;
25; 12,5; 5; 2,5 µg protein˚u (nejmensˇ´ı pipetovany´ objem byl 2,5 µl)
Solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP
BN pufr
ε-aminokapronova´
kyselina 750 mM
Bis-Tris 50 mM
EDTA 0,5 mM
Na2S2O3 pH 7,0
K solubilisaci vzorku urcˇene´ho k separaci blue-native PAGE se pouzˇ´ıvaj´ı
mı´rne´ neionicke´ detergenty, nejcˇasteˇji n-dodecyl-β-d-maltosid a Triton X-
100, ktere´ by meˇly vytva´rˇet micely obsahuj´ıc´ı intaktn´ı membra´nove´ kom-
plexy vcˇetneˇ jejich lipidicke´ slupky.Vzhledem k tomu, zˇe se protein DREPP
vyskytuje v detergentuvzdorne´ frakci plasmaticke´ membra´ny definovane´ re-
sistenc´ı v˚ucˇi extrakci 1% TX-100 po dobu 30 min prˇi 4°C, hroz´ı nebezpecˇ´ı,
zˇe nebude dostatecˇneˇ solubilisovatelny´ prˇi prˇ´ıpraveˇ vzorku na Blue-native
PAGE.
2D pufr (1L)
Tris/Cl 50 mM
SDS 20 g
urea 8 M
glycerol 300 g
merkptoethanol 50 ml
bromphenol blue 5 g
pH 6,8
Z tohoto d˚uvodu byl nejdrˇ´ıve proveden test solubilisovatelnosti: k ekviva-
lentu 400 – 1 000 µg protein˚u resuspendovane´ho pipetova´n´ım v 70 – 100 µl
BN pufru byl prˇida´n 10% roztok detergentu (DM cˇi TX-100) dle pozˇadovane´
koncentrace, tak aby vy´sledny´ objem vzorku byl 100 µl. Vzorek byl po d˚uk-
ladne´m promı´cha´n´ı tycˇinkou inkubova´n 5 – 30 min (bez vortexova´n´ı, aby
se omezila degradace komplex˚u). Potom byl centrifugova´n bud’ na stoln´ı
centrifuze (15 000 g, 10 min), nebo na utracentrifuze (100 000 g, 1 h, rotor
S100AT6) a nebo po prˇida´n´ı sacharosy na koncentraci 50 % utracentrifu-
gova´n (150 000 g, 12 h, rotor S55S) na sacharosove´m gradientu 40-30-35-
15 % (v BN pufru; jednotlive´ frakce byly po centrifugaci odebra´ny, narˇedeˇny
na vy´sledny´ objem 4 ml BN pufrem a sedimentova´ny (200 000 g, 1 h, rotor
S100AT6)). Ke vsˇem z´ıskany´m supernatant˚um i pelet˚um bylo prˇida´no 50
µl 2D pufru a po 30 minuta´ch inkubace prˇi 37°C za obcˇasne´ho vortexova´n´ı
(pro membra´nove´ proteiny se nedoporucˇuje inkubace prˇi 98°C, nebot’ hroz´ı
jejich precipitace) byly separova´ny na standardn´ı SDS-PAGE, vcˇetneˇ prˇ´ıs-
lusˇny´ch kontrol bez pouzˇit´ı detergent˚u DM a TX-100. Protein DREPP-GFP
byl po separaci detekova´n imunoloblotova´n´ım s prima´rn´ı protila´tkou mouse
Anti-GFP (Roche, kat. cˇ. 11 814 460 001) a sekunda´rn´ı Goat Anti-Mouse
IgG:HRP Conj. (Stressgen, kat. cˇ. SAB-100) (viz 2.3.3).
SDS-PAGE
Elektroforesa byla prova´deˇna na polyakrylamidove´m gelu (tabulka 2.16 o roz-
meˇrech 10,5 x 11 x 0,1 cm se zhruha 1 cm zaostrˇovac´ıho gelu a komu˚rkami
o objemu 50 µl za konstantn´ıho napeˇt´ı 220 V, proudu 40 mA na 1 gel a
teploty 10°C. Jako markeru bylo pouzˇito 7 µl PageRulertm Prestained Lad-
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der (Fermentas, kat. cˇ. SM0671).
Tabulka 2.16: SDS-PAGE
Slozˇka deˇl´ıc´ı gel zaostrˇovac´ı gel pufr
Tris/Cl 400 mM 125 mM 25 mM
akrylamid 10 % 4 % —
bisakrylamid 0,27 % 0,11 % —
SDS 0,1 % 0,1 % 0,1 %
TEMED 0,033 % 0,05 % —
ammoniumpersulfa´t 0,05 % 0,08 % —
glycin — — 192 mM
pH 8,8 6,8 8,4
Imunoblotova´n´ı (Western blot)
K detekci proteinu DREPP-GFP bylo pouzˇito imunoblotova´n´ı s protila´tkou
anti-GPF a vyv´ıjec´ı syste´m ECL.
Transfer Polyakrylamidovy´ gel po elektroforese a PVDF membra´na ak-
tivovana´ namocˇen´ım do methanolu (10 s) byly vlozˇeny do blotovadla (Biome-
tra B64) mezi dveˇ trojice filtracˇn´ıch pap´ır˚u Whatman 3MM namocˇeny´ch
v transferove´m bufru. Po d˚ukladne´m odstraneˇn´ı bublin pomoc´ı skveneˇne´ho
va´lecˇku prob´ıhal transfer 1 – 4,5 hodiny prˇi napeˇt´ı 6 V a proudu 300 mA
bez chlazen´ı. Blotovadlo bylo zat´ızˇeno objektem o va´ze 5 kg.
Transferovy´ pufr (1L)
Tris/Cl 100 mM
glycin 180 mM
methanol 200 ml
pH 8,3
Blokova´n´ı Po transferu byl polyakrylamidovy´ gel obarven v Coomassie
(viz 2.3.3) a membra´na byla blokova´na 30 min – 2 h prˇi 37°C ve 4%
odtucˇneˇne´m mle´ce v TBS pufru (filtrova´no prˇes hrubou fritu). Beˇhem te´to
operace byla obsazena vesˇkera´ zbyla´ mı´sta na PVDF membra´neˇ mle´cˇny´mi
proteiny.
Prima´rn´ı protila´tka Po blokova´n´ı byla membra´na kra´tce opla´chnuta
v TBS pufru (1 min) a vlozˇena do prima´rn´ı protila´tky (rˇedeˇn´ı 1:(500 – 1 000)
ve 4 – 8 ml TBS, prˇ´ıp. s mle´kem pro sn´ızˇen´ı signa´lu pozad´ı) a inkubova´na
prˇes noc prˇi 4°C.
TBS pufr (1L)
Tris/Cl 20 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 1O ml
pH 7,4
Sekunda´rn´ı protila´tka Membra´na byla promyta 3 x 10 min v TBS
pufru (prˇ´ıpadneˇ s mle´kem) a vlozˇena do sekunda´rn´ı protila´tky s peroxidasou
(rˇedeˇn´ı 1:1 000 ve 4 – 8 ml TBS, prˇ´ıp. s mle´kem) na 1 h prˇi pokojove´ teploteˇ
23 – 28°C a na´sledneˇ promyta 2 x 10 min v TBS.
Vyv´ıjen´ı Membra´na byla vlozˇena na 1 min do 6 ml smeˇsi roztok˚u Amer-
sham ECL Western blotting detection reagents and analysis system (GE
Healthcare, kat. cˇ. RPN2209) a potom vlozˇena mezi dveˇma listy celofa´nu
spolecˇneˇ s RTG filmem do vyv´ıjec´ı kasety. Po 2 – 20 min exponova´n´ı byl
film vlozˇen na 2 min do vy´vojky, opla´chnut vodou a usta´len.
53
Visualisace protein˚u po elektroforese
Barven´ı Coomassie Polyakrylamidovy´ gel po elektrofore´ze je barven
barv´ıc´ım roztokem (0,25 % Coomassie briliant blue R-250, 10 % kyseliny
octove´ a 45 % methanolu) po dobu 1 h prˇi mı´rne´m trˇepa´n´ı a pote´ prˇes noc
odbarvova´n odbarvovac´ım roztokem (30 % ethanolu a 10 % kyseliny octove´).
Barven´ı strˇ´ıbrem Polyakrylamidovy´ gel po elektrofore´ze je vlozˇen na
alesponˇ 30 minut do fixa´zˇe (50 % methanolu, 12 % kyseliny octove´), pote´
je 3x10 min promy´va´n 50% EtOH, pak impregnova´n 1 minutu roztokem
Na2S2O3 (137 ppm), promyt neˇkolikra´t kra´tce ve vodeˇ a znovu impreg-
nova´n, tentokra´t 10 min ve 12 mM AgNO3. Po kra´tke´m promyt´ı vodou je
dle potrˇeby inkubova´n ve vyvola´vac´ım roztoku (0.57 M Na2C03, 500 ppm
formaldehydu, 12,5 ppm Na2S2O3. Vyvola´va´n´ı je ukoncˇeno fixa´zˇn´ım roz-
tokem.
Blue-native elektroforesa
Protokol byl z´ıska´n modifikac´ı publikovany´ch protokol˚u, naprˇ. Kjell et al.
(2004); Wittig & Schagger (2008).
Prˇ´ıprava gelu Separace je prova´deˇna na gradientove´m polyakrylami-
dove´m gelu (velikost 10,5 x 11 x 0,1 cm, zhruba 1 cm zaostrˇovac´ıho gelu,
slozˇen´ı viz tabulka 3.26). Strmost´ı gradientu mu˚zˇeme modulovat rozmez´ı
molekulovy´ch velikost´ı, ktere´ se budou efektivneˇ separovat. Koncentrovaneˇjˇs´ı
roztok akrylamidu obsahuje za´rovenˇ glycerol, aby prˇi nale´va´n´ı mezi elektro-
foreticka´ skla klesal ke dnu a gradient se nepromy´cha´val. Vlastn´ı nale´va´n´ı
gelu se prova´d´ı pomoc´ı gradientove´ho mı´cha´tka GM50, ktere´ obsahuje dveˇ
mı´chane´ komory – do prvn´ı komory se pln´ı koncentrovaneˇjˇs´ı roztok akry-
lamidu; tato komora je prˇ´ımo napojena na peristaltickou pumpu (Zalimp,
pp 1-05), ktera´ cˇerpa´ roztok svrchu mezi elektroforeticka´ skla, kde posle´ze
tuhne. Do te´to prvn´ı komory za´rovenˇ u´st´ı prˇepust ze druhe´ komory, ve ktere´
je rˇidsˇ´ı roztok akrylamidu. Obeˇ komory jsou ve stejne´ vy´sˇce a jsou v hydro-
staticke´ rovnova´ze – pokud tedy zacˇneme odpousˇteˇt koncentrovany´ roztok
z prvn´ı komory, je tento okamzˇiteˇ nahrazova´n rˇidsˇ´ım roztokem ze druhe´ ko-
mory, ktery´ ho postupneˇ narˇed’uje. T´ımto mechanismem vznika´ kontinua´ln´ı
gradient.
Koncentracˇn´ı profil vytvorˇene´ho gradientu vypocˇ´ıta´me numericky26 za prˇed-
pokladu sta´le´ hydrostaticke´ rovnova´hy mezi obeˇma komorami (tj. prˇ´ıtok ze
druhe´ komory do prvn´ı cˇin´ı polovinu celkove´ho odtoku ze syste´mu, tabulka
2.18)
Z vy´sledne´ho diagramu (obra´zek 2.6) je zrˇejme´, zˇe prˇi splneˇn´ı podmı´nky
dostatecˇneˇ pomale´ho pr˚utoku je gradient linea´rn´ı. Propojen´ı syste´mu bylo
26Byl ucˇineˇn i pokus o analyticke´ rˇesˇen´ı, prˇestozˇe je diferencia´ln´ı rovnice snadno
rˇesˇitelna´, nepodarˇilo se uspokojiveˇ splnit okrajove´ podmı´nky
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Tabulka 2.17: Blue-native PAGE, slozˇen´ı roztok˚u.
Slozˇka gel
(gradient-zaostrˇovac´ı)
katodovy´
pufr
anodovy´
pufr
ε-aminokapronova´ kyselina 500 mM — —
akrylamid 12/5-4 % — —
bisakrylamid 0,32/0,13-0,11 % — —
glycerol 20/0-0 % — —
Bis-Tris/Cl 50 mM 15 mM 50 mM
TEMED 0,05-0,1 % — —
ammoniumpersulfa´t 0,02-0,1 % — —
Tricin/Cl — 50 mM —
Coomassie blue G-250 — 0,02 % —
pH 7,0 7,0 7,0
zajiˇsteˇno gumovy´mi trubicˇkami o pr˚umeˇru 2,5 mm a pr˚utok byl udrzˇova´n
na hodnoteˇ 3x (1 ml/min) – beˇhem nale´va´n´ı touto rychlost´ı vznika´ kvalitn´ı
gradient a nedocha´z´ı k prˇedcˇasne´mu tuhnut´ı gelu. Testova´no bylo i nale´va´n´ı
gelu odspodu (teˇsneˇn´ım elektroforeticky´ch skel procha´zela v doln´ım rohu
injekcˇn´ı jehla, kterou byl vpousˇteˇn roztok akrylamidu a cela´ sestava byla
umı´steˇna ve vodn´ı la´zni, ktera´ hydrostaticky´m tlakem zabranˇovala u´niku
roztoku prˇed utuhnut´ım a nav´ıc umozˇnˇovala chlazen´ı a tak zpomalen´ı poly-
merace), vy´sledna´ kvalita elektroforeticke´ separace se vsˇak vy´razneˇji neliˇsila.
Jako optima´ln´ı zp˚usob bylo tedy zvoleno nale´va´n´ı svrchu, trubicˇka byla
ukoncˇena injekcˇn´ı jehlou 0,8 mm, ktera´ zajiˇst’uje plynuly´ proud roztoku.
Prˇ´ıprava vzorku Rozhoduj´ıc´ım parametrem prˇi separaci protein˚u me-
todou blue-native PAGE je volba typu a koncentrace detergentu a pomeˇr
koncentrac´ı detergentu a protein˚u, ktery´ ovlivnˇuje charakter vznikaj´ıc´ıch
micel. Veˇtsˇina existuj´ıc´ıch studi´ı separovala pomoc´ı blue-native PAGE kom-
plexy chloroplastove´ a mitochondria´ln´ı, aplikace na plasmatickou cˇi mikro-
soma´ln´ı frakci tud´ızˇ nen´ı dostatecˇneˇ standardisova´na, je trˇeba vzˇdy opti-
malisovat metodiku pro konkre´tn´ı materia´l a studovany´ protein. Vy´choz´ı
mnozˇstv´ı membra´nove´ frakce pouzˇ´ıvane´ pro prˇ´ıpravu vzorku byl ekvivalent
400 µg protein˚u, jezˇ byl resuspendova´n d˚ukladneˇ pipetova´n´ım v BN pufru
(tak, aby celkovy´ objem vzorku vcˇetneˇ detergentu byl 95 µl. V prˇ´ıpadeˇ, zˇe
byla membra´nova´ frakce me´neˇ koncentrovana´, byla nejdrˇ´ıve stocˇena a super-
natant p˚uvodn´ıho pufru byl odpipetova´n. Koncentraci detergentu je trˇeba
otestovat v rozmez´ı 0,1 – 4 %. Optima´ln´ı vy´sledek pro mikrosoma´ln´ı frakci
poskytoval dodecylmaltosid ve fina´ln´ı koncentraci 0,5 %. Vlastn´ı solubilisace
prob´ıhala 10 min na ledu za obcˇasne´ho promı´cha´n´ı tycˇinkou bez vortexova´n´ı.
Jako kontrolu je mozˇne´ pouzˇ´ıt solubilisaci prˇi vysˇsˇ´ı teploteˇ nebo s 1 % SDS,
cozˇ by meˇlo ve´st k degradaci komplex˚u. Po solubilisaci je ke vzorku prˇida´no
5 µl BN loading pufru (vy´sledna´ koncentrace Coomassie G-250 se pohy-
buje mezi 0,25 – 3 %), vzorek je centrifugova´n (15 000 g, 10 min, 4°C) a
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Tabulka 2.18: Numericky´ model tvorby gradientove´ho gelu.
> V0 <- 7 #pocˇa´tecˇnı´ objem v~komora´ch (7 ml)
> c1 <- 12 #pocˇa´tecˇnı´ koncentrace akrylamidu
> c2 <- 5
> n <- c1*V0 #pocˇa´tecˇnı´ la´tkove´ mnozˇstvı´ v~1. komorˇe
> c <- c1 #inicialisace promenny´ch
> V~<- V0
> dV <- 0.1 #iteracˇnı´ krok
> plot(2*V0,c1,ylim=c(c2,c1),xlim=c(0,2*V0), type="n",xlab="Objem gelu [ml]",
+ ylab="Koncentrace akrylamidu [%]") #inicialisace diagramu
> for(i in 0:(2*V0/dV)) #iterujeme, dokud je roztok v~komora´ch
+ {
+ dn <- c2*dV/2 - c*dV #bilance prˇı´tok - odtok
+ n <- n + dn #dopocˇı´ta´nı´ ostatnı´ch parametru˚
+ V~<- V~- dV/2
+ c <- n/V
+ points(i*dV,c,pch=21,bg="gray50", col="gray50") #za´pis do diagramu
+ }
supernatant nana´sˇen na elektrofore´zu27.
BN loading pufr (1L)
ε-aminokapronova´
kyselina 750 mM
Coomassie G-250 50 g
Velikost nana´sˇky Pouzˇity´ syste´m dovoluje nana´sˇet azˇ 50 µl vzorku do
kazˇde´ dra´hy, experimenta´lneˇ vsˇak bylo zjiˇsteˇno, zˇe prˇi veˇtsˇ´ıch nana´sˇka´ch
mu˚zˇe docha´zet k precipitac´ım vzorku na startu elektrofore´zy a na rozhran´ı
deˇl´ıc´ıho a zaostrˇovac´ıho gelu. Odstraneˇn´ı zaostrˇovac´ıho gelu vsˇak snizˇuje
rozliˇsen´ı elektrofore´zy, lze modifikovat jeho koncentraci. Kvalitn´ıho rozliˇsen´ı
prˇi vysˇsˇ´ıch nana´sˇka´ch lze doc´ılit n´ızky´m napeˇt´ım prˇi elektroforese. Jako
markeru bylo pouzˇito 5 µl Amersham High Molecular Weight Calibration
Kit for native electrophoresis (GE Healthcare, kat. cˇ. 17-0445-01).
Beˇh elektroforesy Jako nejoptima´lneˇjˇs´ı se uka´zal pomaly´ beˇh elektro-
foresy prˇi konstantn´ım napeˇt´ı 100 V. Proud za teˇchto podmı´nek dosahuje
hodnot nejvy´sˇe 2 – 4 mV. Pr˚umeˇrny´ cˇas beˇhu se pohybuje okolo 16 h,
aparatura je chlazena na 4°C.
Po dokoncˇen´ı beˇhu elektroforesy je mozˇne´ bud’ prˇ´ımo visualisovat vy´sledek
standardn´ımi technikami barven´ı (viz 2.3.3), nebo rozrˇezat gel na jednotlive´
dra´hy, prove´st solubilisaci, ktera´ degraduje komplexy a denaturuje proteiny
a prˇiprav´ı konkre´tn´ı dra´hu pro druhy´ elektroforeticky´ rozmeˇr – standardn´ı
SDS-PAGE, ktera´ umozˇn´ı separovat jednotlive´ komponenty komplex˚u.
Solubilisace Gel po BN-PAGE byl rozrˇeza´n skleneˇnou desticˇkou a jed-
notlive´ dra´hy byly vlozˇeny na 30 minut do 50 ml solubilisacˇn´ıho pufru (poko-
jova´ teplota, pomale´ trˇepa´n´ı). Po solubilisaci byly jednotlive´ dra´hy zam-
27Oproti publikovany´m protokol˚um je stocˇen´ı provedeno azˇ v za´veˇru prˇ´ıpravy, aby se
odstranil prˇ´ıpadny´ precipita´t vytvorˇeny´ po prˇida´n´ı BN loading pufru.
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Obra´zek 2.6: Profil koncen-
tracˇn´ıho gradientu gelu
pro blue-native elektroforesu.
Vy´sledky numericky rˇesˇene´ho
modelu dle tabulky 2.18
0 2 4 6 8 10 12 14
5
6
7
8
9
10
11
12
Objem gelu [ml]
Ko
nc
en
tra
ce
 a
kr
yla
m
id
u 
[%
]
razˇeny a mohou by´t dlouhodobeˇ skladova´ny. Zamrazˇen´ı je vhodne´ prove´st i
pokud je prova´deˇn druhy´ rozmeˇr elektrofore´zi okamzˇiteˇ, nebot’ zmrazˇen´ım
dojde ke kontrakci gelu, ktery´ je pote´ mozˇno snadno zasunout mezi skla
SDS-PAGE, jinak je tento u´kon velmi flustruj´ıc´ı.
Solubilisacˇn´ı pufr (1L)
SDS 20 g
Na2CO3 67 mM
β-merkaptoethanol 6,66 ml
Druhy´ rozmeˇr Prˇipraven je standardn´ı gel pro SDS-PAGE (viz 2.3.3)
s 1 cm zaostrˇovac´ıho gelu, akora´t mı´sto vlozˇen´ı hrˇebenu je nad zaostrˇovac´ım
gelem necha´n 1 cm volne´ho prostoru. Do tohoto prostoru jsou napipetova´ny
cca 3 mm roztavene´ho roztoku 0,5% agarosy v elektroforeticke´m pufru, skla
jsou mı´rneˇ zvlhcˇena solubilisacˇn´ım pufrem a pomalu je mezi neˇ zasouva´n
cˇerstveˇ rozmrazˇeny´ pruh BN gelu azˇ do roztavene´ agarosy. Je trˇeba vyhnout
se tvorbeˇ bublin, pruh gelu lze bezpecˇneˇ uchopovat za 12% konec. Vedle
pruhu gelu je vhodne´ zafixovat 2 u´strˇizˇky filtracˇn´ıho pap´ıru se 7 µl markeru
a s 20 µl kontroln´ıho vzorku dane´ membra´nove´ frakce prˇipravene´ho pomoc´ı
2D pufru (solubilisace 30 minut prˇi 37°C). Vlastn´ı elektrofore´za prob´ıha´
standardneˇ prˇi 220 V, 40 mA a chlazen´ı na 10°C.
Po skoncˇen´ı druhe´ho rozmeˇru byly gely visualisova´ny strˇ´ıbrˇen´ım (viz 2.3.3) a
paralely blotova´ny na PVDFmembra´nu kv˚uli detekci proteinu DREPP-GFP
protila´tkou Anti-GFP (Roche) cˇi tubulinu protila´tkou DM1α (viz 2.3.3).
Zaj´ımave´ proteiny ze strˇ´ıbrˇene´ho gelu byly identifikova´ny pomoc´ı MALDI-
TOF-MS/MS hmotnostn´ı spektroskopie, ktera´ byla provedena v Laboratorˇi
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hmotnostn´ı spektroskopie biologicke´ sekce PrˇF UK.
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Vy´sledky
3.2 Vy´sledky bioinformaticke´ studie
3.2.1 Evoluce rodiny protein˚u DREPP
Protein DREPP vznikl u kapradin
Intenzivn´ım prohleda´va´n´ım nukleotidovy´ch databa´z´ı vcˇetneˇ databa´ze EST
se podarˇilo z´ıstat okolo 160 r˚uzny´ch sekvenc´ı prˇ´ıslusˇej´ıc´ıch rodineˇ DREPP
z v´ıce nezˇ 100 taxon˚u naprˇ´ıcˇ vsˇemi rostlinny´mi cˇeledeˇmi. Zˇa´dne´ homo-
logy se vsˇak nepodarˇilo vypa´trat u rˇas, kompletneˇ sekvenovane´ho mechu
Physcomitrella patens ani u vranecˇku Selaginella moellendorffii, prˇestozˇe
byly prohleda´va´ny specia´ln´ı databa´ze jejich sekvenacˇn´ıch projekt˚u. Naopak,
zrˇejmy´ homolog existuje u net´ıku Adiantum capillus-veneris (EST), tud´ızˇ
je mozˇne´ konstatovat, zˇe protein DREPP by mohl by´t apomorfiı skupiny
Euphyllophyta, cozˇ vsˇak nelze jednoznacˇneˇ doka´zat, nebot’ jak u vranecˇku,
tak u cˇepenky mohl by´t gen druhotneˇ ztracen. Vsˇechny odvozeneˇjˇs´ı taxony
rostlin (jehlicˇnany, jinany, baza´ln´ı krytosemenne´ (Amborella). . . ) obsahuj´ı
zrˇejme´ homology.
Proteiny jsou tvorˇeny konzervovanou a variabiln´ı cˇa´st´ı
Protein DREPP je tvorˇen trˇemi dome´nami: N-termina´ln´ı dome´nou (zhruba
25 aminokyselin), centra´ln´ı dome´nou (zhruba 110 aminokyselin) a C-termi-
na´ln´ı dome´nou (variabiln´ı, rˇa´doveˇ 100 aminokyselin). Sekvence prvn´ıch dvou
dome´n jsou vy´razneˇ konzervovane´, liˇs´ı se prˇeva´zˇneˇ substitucemi a minimem
inserc´ı a delec´ı. Naopak C-termina´ln´ı dome´na je extre´mneˇ variabiln´ı, cozˇ
znemozˇnilo tvorbu spolehlive´ho mnohocˇetne´ho prˇiˇrazen´ı.
N-termina´ln´ı dome´na Charakteristicky´m motivem je strˇ´ıda´n´ı hydro-
fobn´ıch motiv˚u s basicky´mi lysinovy´mi residui. Tato struktura by meˇla by´t
zodpoveˇdna´ za interakci s PtdInsPs (Nagasaki et al., 2008).
Centra´ln´ı dome´na Velmi konzervovana´ centra´ln´ı dome´na proteinu za-
cˇ´ına´ variabiln´ım oligoalaninovy´m motivem, pote´ nalezneme konzervovany´
cystein, ktery´ by hypoteticky mohl by´t prˇedmeˇtem S-palmitoylace. V cele´
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Obra´zek 3.7: Mnohocˇetne´ prˇiˇrazen´ı sekvenc´ı protein˚u rodiny DREPP. 1. cˇa´st.
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Obra´zek 3.8: Mnohocˇetne´ prˇiˇrazen´ı sekvenc´ı protein˚u rodiny DREPP. 2. cˇa´st.
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Obra´zek 3.9: Mnohocˇetne´ prˇiˇrazen´ı sekvenc´ı protein˚u rodiny DREPP. 3. cˇa´st.
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dome´neˇ se opakuj´ı charakteristicke´ konzervovane´ motivy KKEE a jejich vari-
ace a typicke´ jsou kra´tke´ repetice alanin˚u. Cˇasto take´ nalezneme konzer-
vovane´ pozice valin˚u cˇi isoleucin˚u. Konec centra´ln´ı dome´na obsahuje sp´ıˇse
nepola´rn´ı aminokyseliny (fenylalanin) a trˇi motivy prolin-glycin.
C-termina´ln´ı dome´na Prˇestozˇe de´lky C-termina´ln´ı dome´ny velmi kol´ı-
saj´ı, jsou patrne´ neˇktere´ spolecˇne´ motivy: kra´tka´ repetice serinu/threoninu
na´sledovana´ silneˇ hydrofobn´ım motivem IVV a pote´ silneˇ pola´rn´ım EEEK-
KEE. Variabiln´ı cˇa´sti jsou tvorˇeny repeticemi alaninu prokla´dany´mi P, V,
E a K. Zaj´ımavy´ konzervovany´ motiv se nacha´z´ı na u´plne´m konci proteinu
ve formeˇ variace na EPPK(A/P).
Fylogeneticka´ analy´za odhalila neˇkolik neza´visly´ch duplikac´ı pro-
teinu DREPP
Fylogeneticka´ analy´za byla provedena metodami Neighbor-Joining a maxi-
mum likelihood pomoc´ı programove´ho bal´ıku phylip s vy´choz´ım nastaven´ım
parametr˚u. Vstupn´ı soubor tvorˇilo 160 nukleotidovy´ch sekvenc´ıch odpov´ı-
daj´ıc´ıch u´seku 1 – 147 mnohocˇetne´ho prˇiˇrazen´ı protein˚u (viz obra´zek 3.7).
Jako outgroup byla pouzˇita sekvence Adiantum capillus-veneris. Testova´n´ı
analy´z bylo provedeno metodou bootstrappingu se 100 replikacemi. Analy´za
maximum likelihood byla prova´deˇna s randomizovany´m vstupem sekvenc´ı
s deseti opakova´n´ımi.
V pr˚ubeˇhu evoluce dosˇlo k neˇkolika prokazatelny´m duplikac´ım genu DREPP
v teˇchto taxonomicky´ch skupina´ch:
i) jehlicˇnany Coniferophyta; u jinan˚u Ginkgophytaje pravdeˇpodobneˇ jen
jedna kopie proteinu.
ii) lipnicovite´ Poaceae; duplikovany´ paralog se nacha´z´ı v podcˇeled´ıch Pan-
icoideae a Ehrhartoideae, ale chyb´ı v podcˇeledi Pooideae. Vzhledem
k tomu, zˇe podcˇeled’ Panicoideae je sesterska´ k veˇtvi s podcˇeled’mi
Ehrhartoideae a Pooideae (Barker et al., 2001), muselo nutneˇ v pod-
cˇeledi Pooideae doj´ıt ke ztra´teˇ paralogu proteinu DREPP, nebot’ mno-
zˇstv´ı analyzovany´ch sekvenc´ı vsˇech dotcˇeny´ch druh˚u bylo velmi vysoke´
a nen´ı pravdeˇpodobne´, zˇe by druhy´ paralog usˇel pozornosti.
iii) lilkovite´ Solanaceae; spatrˇujeme analogii s lipnicovity´mi, duplikovany´
paralog chyb´ı u vnitrˇn´ı skupiny Solanoideae (Olmstead et al., 2008) a
musel by´t tud´ızˇ opeˇt ztracen.
iv) u taba´ku Nicotiana tabacum dosˇlo k dalˇs´ı duplikaci, ktera´ souvis´ı s jeho
allotetraploidn´ım p˚uvodem.
v) hveˇzdnicovite´ Asteraceae; k duplikaci dosˇlo prˇi vzniku cˇeledi.
vi) u slunecˇnic Helianthus takte´zˇ pozorujeme prˇ´ıtomnost trˇet´ıho paralogu,
ktery´ musel vzniknout v ra´mci tohoto rodu.
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Obra´zek 3.10: Fylogeneticka´ analy´za gen˚u rodiny DREPP – Neighbor-Joining. 1. cˇa´st.
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Obra´zek 3.11: Fylogeneticka´ analy´za gen˚u rodiny DREPP – Neighbor-Joining. 2. cˇa´st.
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Obra´zek 3.12: Fylogeneticka´ analy´za gen˚u rodiny DREPP – maximum likelihood. 1. cˇa´st.
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Obra´zek 3.13: Fylogeneticka´ analy´za gen˚u rodiny DREPP – maximum likelihood. 2. cˇa´st.
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vii) komplikovana´ situace je v cˇeledi Brassicaceae, paralog MAP18 byl
nalezen jen v u rodu Arabidopsis/Cardaminopsis a v ra´mci rodu Bras-
sica pozorujeme jinou duplikaci souvisej´ıc´ı pravdeˇpodobneˇ s recentn´ı
polyploidisac´ı genomu.
Z porovna´n´ı obou metod vyply´va´, zˇe robustneˇjˇs´ı vy´sledky da´va´ metoda
Neighbor-joining, velke´ skupiny podporuje vysˇsˇ´ımi hodnotami bootstrapo-
ve´ho konsensu a le´pe postihuje monofylii rˇady skupin, avsˇak na druhou
stranu produkuje skupiny, ktere´ jsou v rozporu s konsensem fylogeneze kry-
tosemenny´ch28, naprˇ´ıklad nepostihuje veˇtev malvid˚u, cˇeled’ Brassicaceae
rˇad´ı k jednodeˇlozˇny´m a dalˇs´ı za´stupce (Oenothera, Tropaeolum, Carica, Cit-
rus) rˇad´ı do jiny´ch skupin. Metoda maximum likelihood produkuje strom
blizˇsˇ´ı konsenzua´ln´ı evoluci, avsˇak na druhou stranu nepodporˇila monofylii
jednodeˇlozˇny´ch a sekvence z rostlin Zantedeschia, Elaeis a Zingiber seskupuje
na´hodneˇ na ba´zi cely´ch krytosemenny´ch rostlin a podobny´ vy´stup posky-
tuje i v prˇ´ıpadeˇ malvid˚u. Na u´rovni podcˇeled´ı a rod˚u jsou vsˇak vy´stupy obou
metod rovnocene´.
Obecneˇ lze rˇ´ıci, zˇe metoda maximum likelihood ma´ veˇtsˇ´ı potencia´l produko-
vat fylogeneticky´ strom v souladu s recentn´ım konsenzem evoluce rostlin
a neuspokojive´ rozliˇsen´ı velky´ch skupin ve fylogeneticke´ analy´ze sekvenc´ı
DREPP mohlo by´t zaprˇ´ıcˇineˇno hruby´m nastaven´ım parametr˚u analy´zy,
ktere´ nebylo optimalisova´no29.
Myristylacˇn´ı konsensus vykazuje variabilitu
U proteinu PCaP1 zArabidopsis thaliana byla proka´za´na N-termina´ln´ı myristy-
lace proteinu (Nagasaki et al., 2008), ktera´ prob´ıha´ na esencia´ln´ım glycinu
v pozici 2. Zaj´ımave´ jsou z tohoto hlediska substituce ktere´ narusˇuj´ı konsen-
sus myristylacˇn´ıho mı´sta: veˇtsˇina sekvenc´ı skutecˇneˇ zacˇ´ına´ sekvenc´ı MGYW,
avsˇak u nahosemenny´ch, kapradin a lipnicovity´ch je glycin nahrazen residui
S/T, resp. (S/T)S. Substituce glycinu serinem te´zˇ nastala u taba´kovy´ch
paralog˚u DREPP3 a DREPP4. U cˇa´sti za´stupc˚u cˇeledi Poaceae se dokonce
nacha´z´ı paralog s glutama´tem v pozici 2.
Beˇhem evoluce rodiny DREPP dosˇlo dvakra´t k vy´razne´ modifikaci
proteinu
Beˇhem evoluce rˇa´d˚u Asparagales probeˇhla rozsa´hla´ redukce cele´ho proteinu.
Zachovala se jen prvn´ı polovina N-termina´ln´ı dome´ny, pravdeˇpodobna´ cˇa´st
C-termina´ln´ı dome´ny z okol´ı valinove´ho hydrofobn´ıho motivu, a konsensus
na C-konci proteinu. Vy´sledky podobne´ redukce pozorujeme i u Arabidopsis,
28Dle syste´mu na serveru NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy
29Je trˇeba dodat, zˇe c´ılem analy´zy nebylo popsat evoluci na velke´ sˇka´le, ale odhalit
duplikace, k nimzˇ dosˇlo na u´rovni cˇeled´ı.
68
MAP18 − AT5G44610.1
PC
aP
1 
− 
AT
4G
20
26
0.
1
50
100
150
50 100 150
Obra´zek 3.14: Diagram pa-
ralogie. Pozice gen˚u MAP18
a PCaP1 jsou na sourˇadnic´ıch
101, intenzita cˇerne´ho odst´ınu
vyjadrˇuje mı´ru podobnosti na
za´kladeˇ E -value.
Vy´sledek testu kolinearity:
J1 = 2.70e+ 08, p = 0
J2 = 7.82e+ 07, p = 0.177
Θ = 1.10, p = 0
Kolinearita vycha´z´ı signifi-
kantneˇ pode´l u´hloprˇ´ıcˇky se
za´pornou smeˇrnic´ı.
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Obra´zek 3.15: Zastoupen´ı
jednotlivy´ch aminokyselin
u vsˇech protein˚u Arabidop-
sis thaliana, u PCaP1 a
u MA18.
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u proteinu MAP18. Opeˇt byla vypusˇteˇna cela´ centra´ln´ı dome´na proteinu,
nav´ıc vsˇak dosˇlo k vy´razne´ expanzi C-termina´ln´ı dome´ny repeticemi typu
PAVEEEKK. Homologisovatelna´ je opeˇt pouze hydrofobn´ı cˇa´st C-termina´ln´ı
dome´ny. Homology proteinu MAP18 se podarˇilo nale´zt pouze u A. thaliana
a A. lyrata. Homolog u A. lyrata se odliˇsuje pouze absenc´ı jednoho EEKK
modulu. U protein˚u MAP18 dosˇlo takte´zˇ k divergenci samotne´ho C-konce
proteinu, ktery´ jizˇ nesd´ıl´ı motiv EPPK(A/P). Evoluce proteinu MAP18 bude
podrobneˇ zkouma´na v na´sleduj´ıc´ı kapitole.
3.2.2 Evoluce genu MAP18
Geny MAP18 a PCaP1 sd´ıl´ı dveˇ homologisovatelne´ dome´ny v N- a C- ter-
mina´ln´ı oblasti budouc´ıho proteinu, cela´ centra´ln´ı oblast charakteristicka´
pro celou genovou rodinu DREPP vsˇak u MAP18 scha´z´ı a naopak je u neˇj
vy´razneˇ expandovana´ C-termina´ln´ı oblast. Homology genu MAP18 se po-
darˇilo nale´zt zat´ım pouze u rodu Arabidopsis/Cardaminopsis a je tud´ızˇ zrˇe-
jme´, zˇe jeho evoluce musela prob´ıhat velmi rychle a jej´ı studium mu˚zˇe by´t
zaj´ımave´ z obecne´ho hlediska odhalova´n´ı princip˚u evoluce novy´ch gen˚u.
70
Paralogie gen˚u MAP18 a PCaP1 u Arabidopsis thaliana
Prvn´ım c´ılem bylo doka´zat skutecˇnost, zˇe MAP18 je paralogem PCaP1 a
vznikl beˇhem historicke´ celogenomove´ duplikace genomu. Za t´ımto u´cˇelem
byla stanovena vza´jemna´ podobnost mezi vsˇemi proteiny kodovany´mi geny,
ktere´ lezˇ´ı na chromosomech v okol´ı o polomeˇru 100 gen˚u kolem lokus˚u na´lezˇe-
j´ıc´ım MAP18 a PCaP1. Pokud by gen MAP18 vznikl beˇhem genomove´ du-
plikace, meˇly by vykazovat oba chromozomove´ u´seky kolinea´rn´ı usporˇa´da´n´ı.
Vytvorˇeny´ diagram paralogie zobrazuje obra´zek 3.14. Je patrna´ linie koli-
nearity procha´zej´ıc´ı pode´l u´hloprˇ´ıcˇky se smeˇrnic´ı -1. Pozoruhodny´ pa´s na
sourˇadnic´ıch y = (130, 140) prˇ´ıslusˇ´ı tandemu identicky´ch gen˚u ’receptor-like
protein kinase-related’, naprˇ. AT4G20620.1. Klastr na sourˇadnic´ıch [70,150]
je tvorˇen skupinou ’FAD-binding domain-containing protein’, AT4G20800.1.
Pa´s homologn´ıch protein˚u okolo y = 20 a y = 64 je tvorˇen ’disease resistance
protein (TIR-NBS-LRR class)’, AT5G45210.1
MAP18 patrˇ´ı mezi nejzvla´sˇtneˇjˇs´ı proteiny u Arabidopsis
Proteiny rodiny DREPP vynikaj´ı vy´razneˇ zvy´sˇeny´m obsahem aminokyselin
P, A, V, E a K, jak je patrne´ z grafu 3.15. Beˇhem evoluce MAP18 dosˇlo
k dalˇs´ımu vychy´len´ı aminokyselinove´ho slozˇen´ı prˇi expanzi C-termina´ln´ı do-
me´ny na u´kor centra´ln´ı dome´ny. K exaktn´ımu porovna´n´ı aminokyselinove´ho
slozˇen´ı protein˚u DREPP a ostatn´ıch protein˚u Arabidopsis thaliana byla
provedena analy´za hlavn´ıch komponent. Proteiny byly vyneseny do pros-
toru dle relativn´ıho obsahu jednotlivy´ch aminokyselin.
Prvn´ı trˇi kanonicke´ osy vyjadrˇuj´ı relativneˇ dost velky´ pod´ıl variability (38 %,
graf 3.17). Nejzaj´ımaveˇjˇs´ı je sva´za´n´ı obsahu lysinu a glutama´tu, ktere´ za´rovenˇ
sleduj´ı smeˇr nejveˇtsˇ´ı variability v proteinech Arabidopsis thaliana. Protik-
ladem k protein˚um bohaty´m K a E jsou proteiny obsahuj´ıc´ı prolin, glycin,
serin, leucin a fenylalanin.
Protein MAP18 je sˇestna´cty´m nejextre´mneˇji polozˇeny´m proteinem ve smeˇru
hlavn´ı kanonicke´ osy, protein PCaP1 vybocˇuje poneˇkud me´neˇ. Rozlozˇen´ı
protein˚u v prostoru kanonicky´ch os je do znacˇne´ mı´ry ovlivneˇno absolutn´ım
vy´skytem jednotlivy´ch aminokyselin, pokud byla provedena dalˇs´ı standardis-
ace celkovou cˇetnost´ı aminokyselin, rozdeˇlily se proteiny dle obsahu vza´cny´ch
aminokyselin cysteinu, tryptofanu a histidinu. Zby´vaj´ıc´ı variabilita vsˇak byla
opeˇt da´na prˇeva´zˇneˇ gradientem v obsahu K + E versus P a protein MAP18
si uchoval odlehlou posici.
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Obra´zek 3.16: Analy´za hlav-
n´ıch komponent. Vsˇechny
proteiny Arabidopsis thaliana
jsou vyneseny v mnohorozmeˇr-
ne´m prostoru dle relativn´ıho
obsahu jednotlivy´ch aminoky-
selin. Pozice protein˚u PCaP1 a
MAP18 jsou zvy´razneˇny. Prvn´ı
trˇi osy vysveˇtluj´ı 15, 12 a 11 %
variability.
−0.5 0.0 0.5 1.0
−
0.
5
0.
0
0.
5
1.
0
PC1
PC
2
A
C D E
F
G
H
I
K
L
M
N
P
Q
R
S
T
V
WY
PCaP1
MAP18
ostatní
72
Obra´zek 3.17: Variabilita vy-
sveˇtlena´ jednotlivy´mi kano-
nicky´mi osami.
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3.3 Vy´sledky mikroskopicky´ch pozorova´n´ı
3.3.1 Prˇ´ıprava fluorescencˇn´ıch fu´zn´ıch konstrukt˚u DREPP
a MAP18 a transformace
Protein DREPP Podarˇilo se prˇipravit konstrukty taba´kovy´ch protein˚u
DREPP2-GFP, GFP-DREPP2, DREPP4-GFP, GFP-DREPP4 pod promo-
torem 35S v plasmidu pGreenII 0129, fragmenty byly amplifikova´ny z cDNA
semena´cˇk˚uNicotiana tabacum a sekvence odpov´ıdaly databa´zovy´m polozˇka´m.
Fragmenty genu DREPP1 ani hypoteticke´ho DREPP3 nebyly izolova´ny30.
Vsˇechny vy´sˇe uvedene´ konstrukty s vy´jimkou GFP-DREPP231 se podarˇilo
transientneˇ exprimovat v bunˇka´ch BY-2. Oba konstrukty proteinu DREPP2
se te´zˇ podarˇilo transientneˇ exprimovat v epiderma´ln´ıch bunˇka´ch Nicotiana
benthamiana32. Pocˇty nalezeny´ch transformovany´ch buneˇk byly obecneˇ velmi
male´ (< 10).
Byly ucˇineˇny pokusy o stabiln´ı transformaci bunˇek BY-2 vsˇemi konstrukty,
avsˇak u´speˇsˇneˇ se podarˇilo z´ıskat pouze linie exprimuj´ıc´ı DREPP2-GFP a
30V tomto smeˇru ani nebyla vyv´ıjena zvy´sˇene´ snaha.
31Dosˇlo ke zpozˇdeˇn´ı prˇi prˇ´ıpraveˇ konstruktu a tud´ızˇ nebyly prˇipraveny na´bojnice pro
biolistiku.
32Pokus o transformaci konstruktem DREPP4-GFP byl ucˇineˇn, ale nepodarˇilo se objevit
zˇa´dnou transformovanou bunˇku.
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DREPP4-GFP. Ostatn´ı varianty zkontaminovaly. Z´ıskane´ suspenze jsou prav-
deˇpodobneˇ polyklona´ln´ı33, klonova´n´ı nebylo prova´deˇno. Vyb´ıra´ny byly ne-
jsilneˇji exprimuj´ıc´ı linie.
Protein MAP18 Z cDNA Arabidopsis thaliana, ekotyp ’Columbia’ byl
amplifikova´n fragment cele´ koduj´ıc´ı sekvence a fragment N-termina´ln´ı do-
me´ny proteinu – MAP181−23. Fragmenty byly insertova´ny opeˇt do plasmidu
pGreenII 0129 pod 35S promotorem s GFP prˇipojene´m na C-konci proteinu.
Cely´ postup prˇ´ıpravy konstruktu se v tomto prˇ´ıpadeˇ podarˇilo dokoncˇit v lim-
itn´ım cˇase 1 meˇs´ıc34, komplikac´ı byla pouze detekce kra´tke´ho fragmentu
MAP181−23 na agarosove´ elektroforese, nebot’ prˇi te´to de´lce nedocha´zelo
k dostatecˇneˇ intenzivn´ımu barven´ı barvou GelRed (viz metodicka´ cˇa´st).
Oba konstrukty byly exprimova´ny transientneˇ v bunˇka´ch BY-2 a epiderma´l-
n´ıch bunˇka´ch list˚u Arabidopsis thaliana a Sisymbrium loeselii. Konstrukt
MAP181−23-GFP se nav´ıc podarˇilo exprimovat v listech Capsella bursa-
pastoris.
Stabiln´ı transformace do buneˇk BY-2 byla u´speˇsˇna´ pouze u konstruktu
MAP181−23-GFP (byla z´ıska´na monoklona´ln´ı suspenze, vybra´no bylo neˇko-
lik silneˇ a neˇkolik slabeˇji exprimuj´ıc´ıch lini´ı), v prˇ´ıpadeˇ MAP18-GFP se ani
po druhe´m opakova´n´ı transformace agrobacteriem nepodarˇilo z´ıskat trans-
formovane´ bunˇky.
3.3.2 Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace proteinu DREPP2-GFP
Vesˇkery´ stabilneˇ i transientneˇ transformovany´ materia´l byl d˚ukladneˇ proz-
kouma´n pod konfoka´ln´ım mikroskopem. Pozorova´n´ı je prˇehledneˇ shrnuto
v tabulce 3.19. Sn´ımky z konfoka´ln´ıho mikroskopu jsou na na´sleduj´ıc´ıch
obrazovy´ch tabul´ıch.
Ve stabilneˇ transformovany´ch bunˇka´ch je zrˇejma´ zvy´sˇena´ koncentrace kon-
struktu na buneˇcˇny´ch prˇepa´zˇka´ch. Ta mu˚zˇe by´t pouze zda´nliva´, zp˚usobena´
teˇsnou bl´ızkost´ı dvou membra´n, jejichzˇ signa´l se v konfoka´ln´ım mikroskopu
prˇekry´va´ a scˇ´ıta´. Vy´sledne´ maximum intenzity fluorescence za´vis´ı na mı´ˇre
prˇekryvu obou membra´n (da´no tlousˇt’kou buneˇcˇne´ steˇny) a meˇlo by by´t
rovno nejvy´sˇe dvojna´sobku maxima intenzity fluorescence jednoduche´ mem-
bra´ny. Pomeˇr intenzit byl testova´n t-testem (zda-li je intenzita prˇepa´zˇky
veˇtsˇ´ı, nezˇ dvojna´sobek intenzity latera´ln´ı membra´ny). Signifikantneˇ zvy´sˇena´
intenzita na prˇepa´zˇka´ch byla zjiˇsteˇna pouze u konstruktu DREPP2-GFP (viz
obra´zek 3.20), v ostatn´ıch prˇ´ıpadech byla signifikantneˇ nizˇsˇ´ı. Interpretace
teˇchto vy´sledk˚u vsˇak nen´ı jednoznacˇna´, nebot’ se pomeˇrneˇ silneˇ liˇs´ı pr˚umeˇrna´
intenzita fluorescence jednotlivy´ch buneˇk a data maj´ı velky´ rozptyl. Nav´ıc
pomeˇr intenzit za´vis´ı na tlosˇt’ce buneˇcˇne´ steˇny a nen´ı jednodusˇe roven 1:2.
Korektneˇjˇs´ı by bylo testova´n´ı integra´ln´ı intenzity membra´n, ktera´ by musela
33U´speˇsˇnost transformace byla natolik velka´, zˇe se nepodarˇilo izolovat jednotlive´ kolonie.
34Oproti 1 roku v prˇedcha´zej´ıc´ım prˇ´ıpadeˇ.
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Tabulka 3.19: Vy´sledky konfoka´ln´ıho pozorova´n´ı fluorescencˇn´ıch konstrukt˚u DREPP a MAP18
Konstrukt transientn´ı transformace stabiln´ı transformace
DREPP2-GFP v BY-2 i epiderma´ln´ıch bunˇka´ch detekova´n
v zoneˇ plasmaticke´ membra´ny, v polov-
ineˇ prˇ´ıpad˚u vsˇak tvorˇil velke´ mnozˇstv´ı
drobny´ch klastr˚u v cytoplasmeˇ, zvla´sˇteˇ
v kortika´ln´ı vrstveˇ a vza´cneˇji i v hludsˇ´ıch
vrstva´ch; i plasmaticka´ lokalisace mu˚zˇe
tud´ızˇ by´t ve skutecˇnosti submembra´nova´
homogenn´ı lokalisace v plasmaticke´ mem-
bra´neˇ; pozorova´n v membra´neˇ fragmo-
plastu od nejraneˇjˇs´ıch fa´z´ı vy´voje, polarita
deˇlen´ı buneˇk je zrˇetelneˇ narusˇena´, deˇlen´ı
prob´ıha´ ve v´ıce rovina´ch
GFP-DREPP2 homogenn´ı cytoplasmaticka´ lokalisace —
DREPP4-GFP bud’ v plasmaticke´ membra´neˇ, nebo ve
veˇtsˇ´ıch klastrech v cytoplasmeˇ, cˇasto
agregovany´ch; v neˇkolika prˇ´ıpadech byl
lokalisova´n v drobny´ch va´cˇc´ıch uvnitrˇ
bunˇky i uvnitrˇ vakuoly, mozˇna´ zˇe se jed-
nalo o buneˇcˇnou smrt
distribuce identicka´ s DREPP2-GFP
GFP-DREPP4 — —
MAP181−23-GFP ve vsˇech materia´lech pozorova´n v klastrech
v kortika´ln´ı vrstveˇ bunˇky; velikost klastr˚u
kol´ısala od velmi drobny´ch azˇ po zrˇetelne´
va´cˇky
distribuce identicka´ s DREPP2-GFP
MAP18-GFP v epiderma´ln´ıch bunˇka´ch patrna´ cytoplas-
maticka´ lokalisace, u Sisymbrium loeselii
se zrˇetelny´mi svazky; v BY-2 pozorova´ny
i drobne´ klastry s na´znakem membra´nove´
lokalisace
—
by´t prˇesneˇ v pomeˇru 1:2, ale z´ıska´va´n´ı te´to velicˇiny je obt´ızˇne´ kv˚uli znacˇneˇ
variabiln´ımu cytoplasmaticke´mu signa´lu.
3.3.3 Reakce protein˚u rodiny DREPP na osmoticky´ sˇok
N-termina´ln´ı dome´na vsˇech protein˚u rodiny DREPP ma´ schopnost vazby na
bis- a trisfosforylovane´ fosfatidylinositoly (kapitola 1.4.3), jejichzˇ distribuce
cˇasto reaguje na osmoticky´ stres (kapitola 1.5). Bunˇky BY-2 stabilneˇ trans-
formovane´ konstrukty DREPP2-GFP, DREPP4-GFP a MAP181−23-GFP
pod promotorem 35S byly osˇetrˇeny NaCl nebo sorbitolem. Vy´sledky zo-
brazuje obrazova´ tabule 3.23. Ve vsˇech prˇ´ıpadech byla pozorova´na velmi
silna´ plasmolyticka´ reakce. Nejdramaticˇteˇjˇs´ı zmeˇna byla pozorova´na na va´cˇ-
c´ıch fragmoplastu, ktere´ beˇhem plasmoly´zy mnohona´sobneˇ expandovaly. Flu-
orescence konstrukt˚u po plasmoly´zee byla ve vsˇech prˇ´ıpadech pozorovatelna´
jak na plasmaticke´ membra´neˇ, tak v Ho¨chtovy´ch vla´knech. Pr˚umeˇrna´ inten-
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zita membra´nove´ fluorescence zrˇetelneˇ vzrostla35, cozˇ lze zd˚uvodnit celkovy´m
zmensˇen´ım plochy membra´ny. Endocytosa cˇi jina´ zmeˇna distribuce kon-
strukt˚u v rozmez´ı 5 min – 3 h nebyla pozorova´na. Po trˇech hodina´ch docha´zelo
ke kompenzaci tvaru bunˇky (p˚uvodn´ı nepravidelny´ plasmolyticky´ u´tvar se
meˇnil na pravidelny´ kulovity´).
3.3.4 Shrnut´ı
Na za´kladeˇ vy´sledk˚u mikroskopicky´ch pozorova´n´ı lze konstatovat, zˇe:
i) oba paralogy proteinu DREPP v Nicotiana tabacum jsou lokalisova´ny
na plasmaticke´ membra´neˇ
ii) prˇipojen´ı GFP na N-konec proteinu DREPP zabranˇuje jeho mem-
bra´nove´ lokalisaci (doka´za´no jen u DREPP2)
iii) samotna´ N-termina´ln´ı dome´na (1–23) proteinu MAP18 je dostacˇuj´ıc´ı
pro membra´novou lokalisaci tohoto proteinu
iv) v transientneˇ transformovany´ch bunˇka´ch tvorˇ´ı konstrukty s GFP na
C-konci r˚uzneˇ velke´ klastry, ktere´ mohou by´t membra´nove´ho p˚uvodu,
ale nebylo to testova´no36
v) ve stabilneˇ transformovany´ch bunˇka´ch je membra´nova´ distribuce vsˇech
konstrukt˚u s GFP na C-konci homogenn´ı; tyto konstrukty byly po-
zorova´ny take´ ve vznikaj´ıc´ı membra´neˇ fragmoplastu
vi) ne zcela pr˚ukazneˇ bylo vyloucˇeno koncentrova´n´ı konstrukt˚u do mez-
ibuneˇcˇny´ch prˇepa´zˇek u stabilneˇ transformovany´ch buneˇk BY-2 s vy´-
jimkou DREPP2-GFP
vii) stabilneˇ transformovane´ bunˇky maj´ı ve vsˇech prˇ´ıpadech narusˇenou po-
laritu deˇlen´ı a deˇl´ı se ve v´ıce rovina´ch, fenotyp vsˇak nebyl sofistiko-
vaneˇji hodnocen
viii) beˇhem 3 h p˚usoben´ı osmoticke´ho stresu (NaCl cˇi sorbitol) nebyla
zjiˇsteˇna zmeˇna lokalisace konstrukt˚u, ktere´ byly pozorova´ny jak v plas-
maicke´ membra´neˇ, tak v Ho¨chtovy´ch vla´knech.
35Na za´kladeˇ subjektivn´ıho pozorova´n´ı, testova´n´ı nebylo ucˇineˇno.
36Pokus o kolokalisaci s barvivem FM4-64 selhal na nekvalitn´ım signa´lu v cˇervene´ oblasti,
zp˚usobeny´m pravdeˇpodobneˇ proble´mem konfoka´ln´ıho mikroskopu.
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Obra´zek 3.18: Biolisticka´ transformace: lokalisace proteinu DREPP4-GFP v bunˇka´ch BY-2 (A–B); lokalisace
proteinu GFP-DREPP2 v epidermis Nicotiana benthamiana (D) a v bunˇka´ch BY-2 (E, F); lokalisace proteinu
DREPP2-GFP v epidermis Nicotiana benthamiana (G) a v bunˇka´ch BY-2 (H, I). Sn´ımky jsou v r˚uzne´m meˇrˇ´ıtku,
de´lka u´secˇky 10 µm, intenzita byla upravena linea´rn´ı korekc´ı u´rovn´ı.
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Obra´zek 3.19: Biolisticka´ transformace: lokalisace proteinu MAP181−23-GFP v listech Capsella bursa-pastoris
(A,B), v listech Sisymbrium loeselii (C,D) a bunˇka´ch BY-2 (E,F); lokalisace proteinu MAP18-GFP: v listech
Arabidopsis thalia (G), v listech Sisymbrium loeselii (H) a v bunˇka´ch BY-2 (I). Sn´ımky jsou v r˚uzne´m meˇrˇ´ıtku, de´lka
u´secˇky 10 µm, intenzita byla upravena linea´rn´ı korekc´ı u´rovn´ı.
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Obra´zek 3.20:Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace proteinu DREPP2-GFP. Stabilneˇ transformovane´ bunˇky BY-2. Vy´sledky
t-testu: prˇepa´zˇky > 2x latera´ln´ı (p = 0.00022), prˇepa´zˇky > 2x latera´ln´ı (p = 0.99978), prˇerusˇovana´ linie odpov´ıda´
polovineˇ intenzity fluorescence prˇepa´zˇek. Sn´ımky jsou v r˚uzne´m meˇrˇ´ıtku, de´lka u´secˇky 10 µm, intenzita byla upravena
linea´rn´ı korekc´ı u´rovn´ı.
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Obra´zek 3.21:Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace proteinu DREPP4-GFP. Stabilneˇ transformovane´ bunˇky BY-2. Vy´sledky
t-testu: prˇepa´zˇky > 2x latera´ln´ı (p = 1), prˇepa´zˇky < 2x latera´ln´ı (p = 0), prˇerusˇovana´ linie odpov´ıda´ polovineˇ intenzity
fluorescence prˇepa´zˇek. Sn´ımky jsou v r˚uzne´m meˇrˇ´ıtku, de´lka u´secˇky 10 µm, intenzita byla upravena linea´rn´ı korekc´ı
u´rovn´ı.
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Obra´zek 3.22: Vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace proteinu MAP181−23-GFP. Stabilneˇ transformovane´ bunˇky BY-2.
Vy´sledky t-testu: prˇepa´zˇky > 2x latera´ln´ı (p = 0.973), prˇepa´zˇky < 2x latera´ln´ı (p = 0.027), prˇerusˇovana´ linie odpov´ıda´
polovineˇ intenzity fluorescence prˇepa´zˇek. Sn´ımky jsou v r˚uzne´m meˇrˇ´ıtku, de´lka u´secˇky 10 µm, intenzita byla upravena
linea´rn´ı korekc´ı u´rovn´ı.
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Obra´zek 3.23:Vliv osmoticke´ho stresu na proteiny DREPP. Horn´ı trˇi rˇady: osmoticky´ stres 80 mMNaCl: po
rˇada´ch: DREPP2-GFP, DREPP4-GFP, MAP181−23-GFP. Spodn´ı rˇada: osmoticky´ stres sorbitolem 80 mM (prvn´ı
dva sn´ımky) a 240 mM (druhe´ dva sn´ımky), provedeno pouze u MAP181−23-GFP. De´lka p˚usoben´ı osmoticke´ho stresu
je uvedena u konkre´tn´ıch obra´zk˚u. Ve vsˇech prˇ´ıpadech byly sledova´ny stabilneˇ transformovane´ bunˇky BY-2. Sn´ımky
jsou v r˚uzne´m meˇrˇ´ıtku, de´lka u´secˇky 10 µm, intenzita byla upravova´na linea´rn´ı korekc´ı u´rovn´ı pouze u MAP181−23-
GFP.
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3.4 Vy´sledky proteomicke´ analy´zy
3.4.1 Solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP
Podmı´nkou u´speˇsˇne´ho proveden´ı Blue-native PAGE je solubilisace vzorku
v dodecylmaltosidu cˇi Tritonu X-100. V prvn´ım experimentu byla testova´na
solubilisovatelnost proteinu DREPP-GFP v obou detergentech. Materia´lem
byla mikrosoma´ln´ı frakce z buneˇk BY-2 stabilneˇ transformovany´ch kon-
strukty DREPP2-GFP a DREPP4-GFP. Koncentrace detergentu byly voleny
v rozmez´ı 0,5 – 2 %, po extrakci detergentem byl vzorek centrifugova´n a jak
supernatant, pelet, tak i necentrifugovany´ vzorek byly osˇetrˇeny prˇida´n´ım
2D pufru a naneseny ny elektrofore´zu (obra´zek 3.24). Prˇ´ıtomnost proteinu
DREPP-GFP byla detekova´na imunoblotem (obra´zek 3.25). Bylo zjiˇsteˇno,
zˇe ve vsˇech varianta´ch osˇetrˇeny´ch detergentem se vesˇkere´ proteiny vysky-
tuj´ı v supernatantech, cozˇ mu˚zˇeme vysveˇtlit bud’ dokonalou solubilisac´ı,
cˇ´ımzˇ bychom ovsˇem poprˇeli existenci detergentuvzdorne´ frakce plasmaticke´
membra´ny, nebo t´ım, zˇe centrifugace prˇi 16 000 g je nedostatecˇna´ pro sed-
imentaci nerozpustne´ frakce. Centrifugace prˇi vysˇsˇ´ıch rychlostech nebyly
prozat´ım prova´deˇny. Pozoruhodny´ vy´sledek byl z´ıska´n prˇi imunoblotova´n´ı
varianty DREPP4-GFP, kdy v kontroln´ım vzorku (mikrosoma´ln´ı frakce so-
lubilisovana´ pouze v 2D pufru) byl detekova´n pruh prˇi ∼63 kDa, kdezˇto
va vsˇech frakc´ıch resuspendovany´ch v BN pufru a osˇetrˇeny´ch detergen-
tem byly detekova´ny pruhy velikosti 55 kDa. Samotny´ protein DREPP4
migruje prˇi ∼22 kDa (Gantet et al., 1996) a GFP prˇi ∼30 kDa, pruh prˇi
55 kDa by tud´ızˇ mohl odpov´ıdat konstruktu. Na´rust velikosti o zhruba 10
kDa nelze jednodusˇe interpretovat, nebot’ proteomicke´ profily vsˇech vzork˚u
vypadaly identicky (prˇestozˇe v kontroln´ım vzorku byla trojna´sobna´ kon-
centrace 2D pufru). Zopakovat experiment se nepodarˇilo kv˚uli systematic-
ky´m proble´mu˚m s imunoblotova´n´ı. Podezrˇely´ je takte´zˇ nepomeˇr intenzit
mezi kontrolou a detergentovy´mi variantami, nebot’ ve vsˇech varianta´ch
bylo nana´sˇeno ekvivalentn´ı mnozˇstv´ı protein˚u a nebot’ v peletech nebyly
detekova´ny zˇa´dne´ proteiny, meˇly by by´t pruhy ve vsˇech varianta´ch identicke´.
3.4.2 Optimalisace blue-native PAGE
Optimalisovany´ postup blue-native je popsa´n v metodicke´ cˇa´sti. Separova´ny
byly jak vzorky mikrosoma´ln´ı frakce, tak plasmaticke´ membra´ny Arabidopsis
thaliana. Pomoc´ı MALDI-TOF hmotnostn´ı spektroskopie byly ve frakci PM
identifikova´ny neˇktere´ dominantn´ı proteiny: naprˇ. SKU5, glyceraldehyd-3-
fosfa´t dehydrogena´za, fruktosa-bisfosfa´t aldolasa, VHA-A, V-ATPasa-1.
Vhodny´m nastaven´ım parametr˚u BN-PAGE je mozˇne´ dosa´hnout pomeˇrneˇ
kvalitn´ı separace proteinovy´ch komplex˚u. Ostrost pruh˚u se vsˇak zpravidla
liˇs´ı v r˚uzny´ch cˇa´stech gradientu. Nebezpecˇ´ım prˇi BN-PAGE je zadrzˇova´n´ı
protein˚u na startu elektrofore´zy a na rozhran´ı zaostrˇovac´ıho a deˇl´ıc´ıho gelu,
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Obra´zek 3.24: Solubilisovatel-
nost DREPP4-GFP: SDS-
PAGE. Mikrosoma´ln´ı frakce
ze stabilneˇ transformovany´ch
buneˇk BY-2 (400 µg protein˚u)
byla resuspendova´na v 90 µl
BN pufru a po prˇida´n´ı deter-
gentu inkubova´na 20 min na
ledu. Pote´ bylo ke vzorku bud’
prˇida´no 50 µl 2D pufru (Σ),
nebo byl extrakt centrifugova´n
(16 000 g, 4°C, 10 min) a
k peletu (P) i supernatantu (S)
bylo prˇida´no 50 µl 2D pufru.
Vsˇechny vzorky byly naneseny
na elektrofore´zu v ekvivalentu
100 µg protein˚u. Kontrola (K)
byla prˇipravena stejny´m zp˚u-
sobem jako vzorek Σ, avsˇak bez
prˇida´n´ı detergentu. Molekulove´
hmotnosti jsou uvedeny v kDa.
Obra´zek 3.25: Solubiliso-
vatelnost DREPP4-GFP:
imunoblot. Vzorky byly
prˇipraveny stejny´m postupem
jako na obra´zku 3.24, sepa-
rova´ny pomoc´ı SDS-PAGE a
imunoblotova´ny protila´tkou
anti-GFP. Kontrola (K) byla
v tomto prˇ´ıpadeˇ prˇipravena
pouhou solubilisac´ı vzorku v 2D
pufru, bez resuspendova´n´ı v BN
pufru. Molekulove´ hmotnosti
jsou uvedeny v kDa.
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Obra´zek 3.26: DREPP4-
GFP – Blue-native PAGE.
Mikrosoma´ln´ı frakce ze stabilneˇ
transformovany´ch buneˇk BY-2
(100 µg protein˚u) byla resus-
pendova´na v 70 µl BN pufru
a pote´ inkubova´na 10 min na
ledu s 0,5 % DM. Vzorek byl
centrifugova´n (16 000 g, 4°C,
10 min) a 20 µ bylo naneseno
na BN-PAGE. V horn´ı cˇa´sti
prˇilozˇen 1. rozmeˇr BN-PAGE
s markerem. Molekulove´
hmotnosti jsou uvedeny v kDa.
ktere´ bylo vy´razneˇjˇs´ı zvla´sˇteˇ u hustsˇ´ıch vzork˚u plasmaticke´ membra´ny. Par-
cia´ln´ım rˇesˇen´ım tohoto proble´mu je n´ızke´ napeˇt´ı prˇi elektrofore´ze a snizˇova´n´ı
nana´sˇky protein˚u.
Bylo ucˇineˇno velke´ mnozˇstv´ı pokus˚u i imunodetekci DREPP-GFP konstrukt˚u
cˇi tubulinu, veskrze bez vy´sledk˚u37. Jediny´m vy´sledkem proteomicke´ cˇa´sti
je tud´ızˇ zaveden´ı metodiky blue-native elektroforesy.
37Prˇ´ıcˇina neu´speˇch˚u nebyla prozat´ım uspokojiveˇ odhalena.
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Diskuse
Na´sˇ za´jem o proteiny rodiny DREPP zacˇal zjiˇsteˇn´ım, zˇe membra´novy´ taba´-
kovy´ protein DREPP kosedimentuje s polymerovany´m tubulinem in vitro.
V soucˇasne´ dobeˇ je jednoznacˇneˇ potvrzen pouze jediny´ protein plasmaticke´
membra´ny, ktery´ se za´rovenˇ va´zˇe latera´rneˇ na kortika´ln´ı mikrotubula´rn´ı cy-
toskelet, podjednotka δ fosfolipa´zy D (Gardiner et al., 2001; Andreeva et al.,
2009). Interakce plasmaticke´ membra´ny s kortika´ln´ımi mikrotubuly vsˇak
mus´ı by´t ve skutecˇnosti mnohem slozˇiteˇjˇs´ı a protein DREPP by tak mohl
by´t dalˇs´ım prvkem te´to mozaiky.
Je protein DREPP novy´m spojovac´ım cˇla´nkem mezi mikrotubu-
la´rn´ım cytoskeletem a plasmatickou membra´nou?
V neda´vne´ dobeˇ byl charakterisova´n i dalˇs´ı novy´ protein va´zaj´ıc´ı se na
mikrotubuly, protein MAP18 u Arabidopsis thaliana, ktery´ u´dajneˇ zpoma-
luje polymeraci mikrotubul˚u (Wang et al., 2007). Vy´zkumna´ skupina sice
potvrdila jeho interakci s mikrotubuly in vitro i in vivo pomoc´ı imunofluo-
rescencˇn´ıho znacˇen´ı, avsˇak zcela opominula proveˇrˇit jeho membra´novou lo-
kalisaci – protein MAP18 je totizˇ jedn´ım ze dvou paralog˚u proteinu DREPP
v husen´ıcˇku, jezˇ oba disponuj´ı konzervovanou N-termina´ln´ı dome´nu, pro-
strˇednictv´ım ktere´ se va´zˇou na plasmatickou membra´nu. Du˚kladnou charak-
terisaci obou paralog˚u (ktere´ oznacˇili jako PCaP1 a PCaP2) provedli v ne-
da´vne´ dobeˇ japonsˇt´ı vy´zkumn´ıci, kterˇ´ı proka´zali, zˇe membra´nova´ asociace
obou protein˚u je zajiˇst’ova´na myristylovou kotvou a nav´ıc interakc´ı s bis-
a trisfosforylovany´mi fosfatidylinositoly, ktera´ je senzitivn´ı ke hladineˇ kom-
plexu Ca2+-kalmodulin. Na za´kladeˇ teˇchto zjiˇsteˇn´ı prˇedstavili model funkce
protein˚u PCaP: proteiny blokuj´ı dostupnost PtdIns(4,5)P2 pro jeho dalˇs´ı
efektory, naprˇ. fosfolipa´zu C. Zvy´sˇen´ı cytoplasmaticke´ koncentrace Ca2+ by
vedlo k uvolneˇn´ı PCaP z vazby k PtdIns(4,5)P2 a k aktivaci signa´ln´ıch
drah zprostrˇedkova´vany´ch aktivitou PLC a dalˇs´ıch efektor˚u PtdIns(4,5)P2
(Kato et al., 2010b). Do tohoto modelu vsˇak v˚ubec nezahrnuj´ı mozˇnou inter-
akci protein˚u s cytoskeletem. Z vazby k mikrotubul˚um by meˇl by´t odpoveˇdny´
motiv KKEE, ktery´ je v mnoha repetic´ıch prˇ´ıtomen u MAP18, a v poneˇkud
mensˇ´ım mnozˇstv´ı i u ostatn´ıch za´stupc˚u rodiny DREPP. Bohuzˇel stabiln´ı
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exprese fluorescencˇn´ıch protein˚u DREPP-GFP a MAP18-GFP vede k ho-
mogenn´ı membra´nove´ lokalisaci (Kato et al., 2010a) a nen´ı patrny´ zˇa´dny´
na´znak vla´knite´ distribuce, ktery´ se podarˇilo z´ıskat prˇi imunofluorescencˇn´ım
znacˇen´ı proteinu MAP18. Ota´zka interakce protein˚u rodiny DREPP s mi-
krotubuly tak sta´le z˚usta´va´ otevrˇena.
Protein DREPP je apomorfiı skupiny Euphyllophyta
Jizˇ Gantet et al. (1996) popisuj´ı proteiny DREPP jako specificke´ pro ros-
tliny. Podrobnou studii jejich evoluce vsˇak zat´ım nikdo neucˇinil. Z tohoto
d˚uvodu jsem se pokusil vyhledat vsˇechny dostupne´ sekvence gen˚u DREPP
z EST databa´z´ı. Podarˇilo se mi pokry´t za´stupce vsˇech majoritn´ıch skupin
rostlin. Veˇtsˇina lini´ı rostlin obsahuje pouze jediny´ gen DREPP. Nejbasa´l-
neˇjˇs´ıho za´stupce rodinyDREPP jsem nalezen u kapradin, konkre´tneˇ u net´ıku
Adiantum capillus-veneris. U mechorost˚u ani plavun´ı nebyl nalezen zˇa´dny´
homolog. Protein DREPP lze tud´ızˇ oznacˇit za jednu z apomorfiı skupiny
Euphyllophyta.
Protein DREPP je tvorˇen minima´lneˇ trˇemi hlavn´ımi dome´nami: N ter-
mina´ln´ı dome´nou (cca 25 aminokyselin), ktera´ interaguje s PtdInsPs a je
myristylova´na, centra´ln´ı dome´nou (cca 110 aminokyselin) nezna´me´ funkce,
ve ktere´ se strˇ´ıdaj´ı motivy basicke´ KK, kysele´ EE a hydrofobn´ı IVV a C-
termina´ln´ı dome´nou, ktera´ je na rozd´ıl od prˇedchoz´ıch, velmi konzervovany´ch
dome´n vysoce variabiln´ı, je potencia´ln´ım interakcˇn´ım mı´stem s mikrotubuly
a obsahuje motivy typu EEKK a cˇa´stecˇneˇ konzervovany´ motiv VVI. Na C-
konci proteinu je konzervovany´ motiv typu EPPKA. Funkce centra´ln´ı ani
C-termina´ln´ı dome´ny nebyly zat´ım podrobneˇ zkouma´ny.
Beˇhem evoluce dosˇlo k neˇkolika duplikac´ım cˇi redukc´ım genuDREPP
Fylogenetickou analy´zou (Neighbor-Joining i maximum likelihood) se mi
podarˇilo dolozˇit, zˇe v rˇadeˇ taxon˚u dosˇlo k neza´visly´m duplikac´ım genu
DREPP (Coniferophyta, Poaceae, Solanaceae, Asteraceae, Nicotiana, He-
lianthus, Brassica). Za´rovenˇ vsˇak dosˇlo ve dvou prˇ´ıpadech i ke zrˇejmy´m
druhotny´m ztra´ta´m jednoho z paralog˚u ve vnitrˇn´ıch skupina´ch Pooideae a
Solanoideae.
Samostatnou ota´zkou je evoluce genu MAP18, ktery´ sd´ıl´ı homologickou N-
termina´ln´ı dome´nu s ostatn´ımi cˇleny rodiny, avsˇak postra´da´ celou centra´ln´ı
dome´nu a prodeˇlal rozsa´hlou extenzi C-termina´ln´ı dome´ny repeticemi typu
PAVEEKK. Homology genuMAP18 se mi podarˇilo nele´zt pouze u Arabidop-
sis thaliana a Arabidopsis lyrata. U Arabidopsis thaliana jsem studoval ko-
linearitu genomu v okol´ı 200 gen˚u okolu lokus˚u MAP18 a PCaP1 a potvrdil
jsem kolinea´rn´ı usporˇa´da´n´ı, ktere´ jasneˇ dokla´da´ homologii obou protein˚u a
za´rovenˇ nasveˇdcˇuje skutecˇnosti, zˇe gen MAP18 vznikl prˇi rozsa´hlejˇs´ı genove´
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duplikaci, nikoli unika´tn´ı duplikac´ı jedine´ho genu cˇi jeho cˇa´sti. K dolozˇene´
celogenomove´ duplikaci, beˇhem ktere´ mohl vzniknout MAP18, dosˇlo na
pocˇa´tku evoluce cˇeledi Brassiacaceae (Bowers et al., 2003; Schranz et al.,
2007) Pokud by ke vzniku genu MAP18 meˇlo doj´ıt prˇi te´to uda´losti, meˇly
by by´t jeho homology prˇ´ıtomny i u ostatn´ıch brukvovity´ch rostlin. U vsˇech
ostatn´ıch sekvenovany´ch brukvovity´ch rostlin jsem vsˇak nasˇel pouze homo-
logy ke genu PCaP1. Je vsˇak nutne´ doplnit, zˇe vsˇechny sekvenovane´ druhy
patrˇ´ı do jedine´ linie brukvovity´ch rostlin smeˇrˇuj´ıc´ı k rodu Brassica, ktera´ je
sesterska´ k linii smeˇrˇuj´ıc´ı k Arabidopsis. Je tedy mozˇne´, zˇe gen MAP18 se
zachoval pouze v linii Arabidopsis a ve druhe´ vymizel, podobneˇ, jako se to
stalo s paralogy genu DREPP v jiny´ch cˇeled´ıch.
Rozsa´hla´ redukce centra´ln´ı dome´ny neprobeˇhla pouze beˇhem evoluce MAP18,
avsˇak podarˇilo se mi ji dolozˇit i u za´stupc˚u rˇa´du Asparagales.
Myristylacˇn´ı konsensus bude trˇeba revidovat. . .
Velmi pozoruhodny´m vy´sledkem, ktery´ jsem z´ıskal prˇi hleda´n´ı ortholog˚u
proteinu DREPP, je nalezen´ı variability v myristylacˇn´ım konsensu, konk-
te´tneˇ v glycinu na posici 2, ktery´ je uva´deˇn jako nezbytny´ pro myristylaci
(Podell & Gribskov, 2004). Naprˇ´ıcˇ r˚uzny´mi rostlinny´mi skupinami jsem de-
tekoval jeho substituci threoninem, serinem, asparta´tem cˇi valinem. . . Sub-
stituci, ke ktere´ zpravidla dosˇlo u jednoho z duplicitn´ıch paralog˚u proteinu,
by bylo mozˇne´ zd˚uvodnit ztra´tou myristylace beˇhem evoluce. Experimen-
ta´ln´ı mutace glycinu alaninem skutecˇneˇ blokuje myristylaci (Nagasaki et al.,
2008) a d˚usledkem je vsˇak za´rovenˇ i ztra´ta membra´nove´ lokalisace proteinu.
Substituce glycinu serinem se vyskytuje i u proteinu DREPP4, jehozˇ flu-
orescencˇn´ı konstrukt jsem stabilneˇ exprimoval v BY-2 a i prˇestozˇe nema´
”
spra´vne´“ myristylacˇn´ı mı´sto, jednoznacˇneˇ jsem doka´zal zˇe je lokalisova´n
na membra´neˇ a jeho distribuce je totozˇna´ s distribuc´ı druhe´ho zkoumane´ho
paralogu DREPP2 s konsensua´ln´ım myristylacˇn´ım mı´stem. Je tedy mozˇne´,
i) zˇe uzna´vana´ hypote´za myristylacˇn´ıho konsensu je chybna´ a myristylace
je robustneˇjˇs´ı v pozˇadavc´ıch, cˇi zˇe ii) u zmı´neˇny´ch homolog˚u docha´z´ı k jine´
modifikaci, jezˇ zajiˇst’uje jejich membra´novou lokalisaci, cˇi zˇe iii) k mem-
bra´nove´ lokalisaci protein˚u DREPP nen´ı nezbytna´ myristylace. Objasneˇn´ı
tohoto proble´mu bude jednou z priorit me´ho dalˇs´ıho studia rodiny DREPP.
Mimorˇa´dne´ postaven´ı protein˚u rodiny DREPP lze popsat analy´-
zou hlavn´ıch komponent
Dalˇs´ı zaj´ımavou vlastnost´ı protein˚u rodiny DREPP a zvla´sˇteˇ jejich C-termi-
na´ln´ı dome´ny, je mimorˇa´dny´ obsah aminokyselin P, A, V, E a K s cˇasty´mi
motivy EE a KK, ktere´ zrˇejmeˇ zaprˇicˇinˇuj´ı vnitrˇn´ı nestrukturovanost pro-
tein˚u (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008). Pomoc´ı algoritmu PSI-BLAST lze
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podobne´ motivy vypa´trat u protein˚u s anotovanou schopnost´ı va´zat kationty,
ktera´ byla potvrzena i u PCaP1 (Nagasaki-Takeuchi et al., 2008). Velke´
mnozˇstv´ı motiv˚u typu PAVEK obsahuje i nejveˇtsˇ´ı protein na Zemi - titin,
jezˇ udrzˇuje architekturu svalove´ho vla´kna. Modul PAVEK tvorˇ´ı nestruk-
turovanou flexibiln´ı dome´nu zajiˇst’uj´ıc´ı pruzˇnost proteinu. Analogii motivu
KKEE nacha´z´ıme i v jine´m obrˇ´ım proteinu – savcˇ´ım MAP1B, prˇicˇemzˇ
tento motiv je povazˇova´n za vlastn´ı dome´nu va´zaj´ıc´ı se na mikrotubuly.
Vnitrˇneˇ nestrukturovane´ motivy jsou typicke´ pro tzv. scaffold proteiny, ktere´
slouzˇ´ı jako interakcˇn´ı rozhran´ı pro jine´ proteiny, naprˇ´ıklad kina´zy protein˚u.
Nestrukturovanost umozˇnˇuje prˇizp˚usoben´ı povrchu proteinu interakcˇn´ımu
partneru a efektivn´ı tvorbu komplexu (Cortese et al., 2008).
Pokud provedeme analy´zu hlavn´ıch komponent vsˇech protein˚u Arabidop-
sis thaliana dle relativn´ıho obsahu jednotlivy´ch aminokyselin, zjiˇst’ujeme,
zˇe proteiny tvorˇ´ı troju´heln´ıkovity´ u´tvar, v jehozˇ vrcholech lezˇ´ı: lysin a glu-
tama´t ve smeˇru hlavn´ı osy PCA1 (ktera´ vyjadrˇuje 15 % variability), serin a
prolin ve smeˇru osy PCA2 (ktera´ vyjadrˇuje 12 % variability) a glycin v za´-
porne´ cˇa´sti PCA2. Je zaj´ımave´, zˇe pra´veˇ tyto aminokyseliny jsou typicke´ pro
vnitrˇneˇ nestrukturovane´ proteiny (Cortese et al., 2008). Hlavn´ı variabilitu
v proteomu, podchycenou analy´zou hlavn´ıch komponent, bychom tak snad
alesponˇ z cˇa´sti mohli vysveˇtlit strukturovanost´ı, respektive nestrukturova-
nost´ı protein˚u. Za´rovenˇ se zda´, zˇe by mohly existovat trˇi hlavn´ı typy nestruk-
turovany´ch protein˚u – s nabity´mi aminokyselinami (K,E), s pola´rn´ımi aminoky-
selinami (S) a s nenabity´mi aminokyselinami (G). Proteiny rodiny DREPP
jsou tak charakteristicky´mi za´stupci protein˚u s vysoky´m obsahem K a E a
v tomto smeˇru zcela vynika´ MAP18, ktery´ patrˇ´ı mezi nejextre´mneˇji situo-
vane´ proteiny ve smeˇru hlavn´ı osy PCA1. Dalˇs´ım zaj´ımavy´m fenome´nem
je skutecˇnost, zˇe vlastn´ı vnitrˇneˇ nestrukturovana´ dome´na protein˚u rodiny
DREPP se za´rovenˇ vyznacˇuje velkou evolucˇn´ı dynamikou vrchol´ıc´ı vznikem
extre´mneˇ diversifikovane´ho proteinu MAP18 v ra´mci cˇeledi Brassicaceae.
Zodpoveˇzen´ı ota´zky, zda-li je souvislost mezi vnitrˇn´ı nestrukturovanost´ı pro-
teinu a rychlost´ı jeho evoluce, vsˇak bude vyzˇadovat hlubsˇ´ı pr˚uzkum.
Membra´nova´ lokalisace proteinu DREPP
Homogenn´ı membra´novou distribuci, ktera´ byla publikova´na u proteinu PCaP1,
jsem potvrdil i ve svy´ch experimentech se dveˇma podobny´mi paralogy pro-
teinu DREPP z taba´ku fu´zovany´mi s GFP – DREPP2-GFP a DREPP4-
GFP. Ve stabilneˇ transformovany´ch bunˇka´ch BY-2 se mi podarˇilo proteiny
detekovat v plasmaticke´ membra´neˇ od nejraneˇjˇs´ıch sta´di´ı tvorby fragmo-
plastu a nikdy se nevyskytovaly v cytoplasmaticky´ch va´cˇc´ıch.
Zcela identickou distribuci jsem pozoroval i u proteinu MAP181−23-GFP
v BY-2, ktery´ odpov´ıda´ N-termina´ln´ı dome´neˇ proteinu MAP18, ktera´ je
myristylova´na a interaguje s PtdInsPs. Kato et al. (2010a) hypotetizuj´ı, zˇe
90
homogenn´ı distribuce fluorescencˇn´ıch protein˚u MAP18-GFP, u nichzˇ byla
doka´za´na vazba na mikrotubuly, by mohla by´t zp˚usobena sterickou blokac´ı
dome´ny interaguj´ıc´ı s mikrotubuly prˇipojeny´m fluorescencˇn´ım proteinem.
Alternativneˇ by bylo mozˇne´ homogenn´ı distribuci vysveˇtlovat nadbytkem
proteinu vlivem overexprese fluorescencˇn´ıho konstruktu a maskova´n´ım jeho
prˇirozene´ distribuce. Takte´zˇ by bylo mozˇne´, zˇe asociace proteinu s mikrotu-
buly je regulova´na fosforylac´ı vazebne´ho mı´sta, nebot’ v bl´ızkosti potencia´l-
n´ıch motiv˚u s afinitou k mikrotubul˚um jsou konzervovana´ residua serinu a
tyrosinu. Protein SB401, ktery´ se vyskytuje v pylu, je specificky´ pro Solanum
berthaulti a podobneˇ jako MAP18 se va´zˇe na mikrotubuly prostrˇednictv´ım
motiv˚u typu KKEE, je takte´zˇ regulova´n fosforylac´ı na podobny´ch posic´ıch
(Liu et al., 2009).
Pomeˇrneˇ zaj´ımave´ vy´sledky se mi podarˇilo z´ıskat prˇi biolosticke´ transfor-
maci prˇipraveny´ch konstrukt˚u do rostlinne´ho materia´lu (epidermis list˚u a
bunˇky BY-2). Jednak jsem potvrdil drˇ´ıveˇjˇs´ı pozorova´n´ı, zˇe prˇipojen´ı GFP
na N-konec proteinu zabranˇuje myristylaci, cozˇ vede k cytosolicke´ lokalisaci
taba´kovy´ch protein˚u DREPP. Sledoval-li jsem distribuci protein˚u s GFP na
C-konci, spatrˇil jsem, kromeˇ lokalisace na plasmaticke´ membra´neˇ, protein i
v klastrech uvnitrˇ cytosolu, z nichzˇ neˇktere´ prˇipomı´naly cytosolicke´ va´cˇky
a v neˇkolika prˇ´ıpadech i prevakuola´rn´ı a vakuola´rn´ı kompartmenty. Cˇisteˇ
va´cˇkova´ distribuci jsem pak pozoroval u proteinu MAP181−23-GFP.
Pozorovana´ distribuce, odliˇsuj´ıc´ı se diametra´lneˇ od stabilneˇ transformova-
ne´ho materia´lu, by mohla by´t artefaktem biolisticke´ metody, ktera´ je pravdeˇ-
podobneˇ pro bunˇku stresuj´ıc´ım faktorem: proteiny DREPP interaguj´ı s Pt-
dInsPs, ktere´ silneˇ reaguj´ı na stresove´ podmı´nky a distribuce fluorescencˇn´ıch
protein˚u DREPP tak mu˚zˇe reflektovat zmeˇny jejich hladin a lokalisace.
V tomto kontextu je trˇeba zmı´nit, zˇe prozat´ım nebylo proka´za´no, se ktery´m
isomerem PtdInsPs proteiny DREPP skutecˇneˇ interaguj´ı, nebot’ in vitro je
jejich afinita pomeˇrneˇ sˇiroka´. Pravdeˇpodobneˇ je irelevantn´ı jejich interakce
s PtdIns(3,4,5)P3, ktery´ nebyl ani po v´ıce nezˇ 10 letech intenzivn´ıho studia
v rostlina´ch nalezen. Naopak moje biolisticke´ experimenty ukazuj´ı, zˇe by
mohly proteiny hypoteticky interagovat i s PtdIns(3,5)P2, ktery´ je va´za´n
na vakuola´rn´ı kompartmenty a jeho hladiny se zvysˇuj´ı beˇhem stresovy´ch
podmı´nek. Interakce protein˚u DREPP s PtdIns(4,5)P2 je pak velmi prav-
deˇpodobna´, vzhledem k lokalisaci proteinu na plasmaticke´ membra´neˇ. U to-
hoto isomeru byla pozorova´na dynamicka´ relokalisace beˇhem osmoticke´ho
stresu spocˇ´ıva´j´ıc´ı v jeho endocytose prostrˇednictv´ım klathrinovy´ch va´cˇk˚u
(Konig et al., 2008), cˇ´ımzˇ bychom takte´zˇ mohli vysveˇtlit distribuci fluo-
rescencˇn´ıch protein˚u po biolisticke´ transformaci. S monofosforylovany´mi Pt-
dInsP je interakce protein˚u DREPP vy´razneˇ slabsˇ´ı (Nagasaki et al., 2008;
Kato et al., 2010a) a pravdeˇpodobneˇ bude i me´neˇ vy´znamna´.
Potencia´ln´ı mozˇnost endocytosy proteinu DREPP jsem se pokusil proverˇit
aplikac´ı osmoticke´ho stresu na stabilneˇ transformovane´ bunˇky BY-2, avsˇak
91
i po trˇech hodina´ch jsem nepozoroval zmeˇnu lokalisace fluorescencˇn´ıch pro-
tein˚u, prˇestozˇe dosˇlo k mohutne´ plasmoly´ze buneˇk. Protein byl patrny´ i
v Ho¨chtovy´ch vla´knech a zaj´ımavy´m jevem, ktery´ jsem pozoroval, byla roz-
sa´hla´ destrukce fragmoplastu zp˚usobena´ expanz´ı jednotlivy´ch va´cˇk˚u beˇhem
plasmoly´zy.
Fyziologicka´ role protein˚u rodiny DREPP
Fyziologicka´ funkce protein˚u rodiny DREPP nen´ı zna´ma, ale mohla by sou-
viset s regulac´ı morfogeneze buneˇk. Vsˇechny stabilneˇ transformovane´ linie
BY-2, ktere´ jsem prˇipravil, vykazuj´ı poruchy polarity buneˇcˇne´ho deˇlen´ı a
tvarove´ malformace, jejichzˇ exaktn´ımu vyhodnocen´ı se budu da´le veˇnovat.
Morfologicke´ defekty byly jizˇ pozorova´ny prˇi overexpresi MAP18 v husen´ıcˇku,
ktera´ ovlivnˇila elongaci korˇenovy´ch buneˇk, morfogenezi buneˇk epiderma´l-
n´ıch a reorganisovala mikrotubuly (Wang et al., 2007). Pozorova´no bylo take´
zvy´sˇen´ı frekvence veˇtven´ı korˇenovy´ch vla´sk˚u (Kato et al., 2010b). Wang et al.
(2007) vysveˇtluj´ı pozorovane´ fenotypove´ zmeˇny aktivitou MAP18 na cyto-
skelet, nebot’ protein je prokazatelneˇ schopen inhibovat polymeraci mikro-
tubul˚u in vitro. Kato et al. (2010b) preferuj´ı vysveˇtlen´ı zahrnuj´ıc´ı narusˇen´ı
fosfoinositolove´ signalisace. Ja´ jsem pozoroval vy´sˇe zmı´neˇne´ efekty i u fluo-
rescencˇn´ıho proteinu MAP181−23-GFP, ktery´ neinteraguje s mikrotubuly a
mohl by tedy pouze blokovat dostupnost fosfatidylfosfoinositol˚u.
ExpreseMAP18 se zvysˇuje prˇi intoxikaci arsenem (Abercrombie et al., 2008)
a naopak zastoupen´ı proteinu DREPP uMedicago truncatula klesa´ prˇi myko-
rhize cˇi nadbytku fosfa´t˚u (Valot et al., 2005), tedy ve vsˇech prˇ´ıpadech sledu-
jeme odezvu souvisej´ıc´ı se schopnost´ı prˇij´ımat fosfa´ty z p˚udy. Da´le reaguje
exprese protein˚u DREPP na rˇadu stres˚u a zvysˇuje se prˇi senescenci. Pro-
tein MAP18 se dle jedne´ z expresn´ıch studi´ı specificky syntetisuje v pylove´
la´cˇce a korˇenovy´ch vla´sc´ıch, pokud by se tyto vy´sledky potvrdily, znamenalo
by to, zˇe by jeho funkce mohla by´t zapojena do regulace apika´ln´ıho r˚ustu
(Kato et al., 2010b).
Protein MAP18 je d˚ukazem, zˇe i evolucˇneˇ velmi mlade´ proteiny mohou plnit
velmi specificke´ funkce a zˇe bychom studium buneˇcˇny´ch proces˚u u rostlin
nemeˇli omezovat pouze na jednu modelovou rostlinu, nebot’ rozd´ıly mezi
jednotlivy´mi skupinami rostlin nebudou zanedbatelne´. Studium cele´ rodiny
protein˚u DREPP na´m pak mu˚zˇe rˇ´ıci neˇco nove´ho o procesech, ktere´ sta´ly
u zrodu pravy´ch vysˇsˇ´ıch rostlin.
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Za´veˇry
Tato diplomova´ pra´ce nava´zala na prˇedchoz´ı vy´sledky publikovane´ o pro-
teinu DREPP a pokusila se rozsˇ´ıˇrit prozkoumane´ obzory.
i) Byla zpracova´na evoluce proteinu DREPP. Byly zjiˇsteˇny pozoruhodne´
alternace v sekvencˇn´ım konsensu pro N-termina´ln´ı myristylaci v ra´mci
neˇktery´ch skupin rostlin, studium tohoto fenome´nu bude zaj´ımavy´m
te´matem pro dalˇs´ı vy´zkum.
ii) Byla studova´na evoluce proteinu MAP18, a bylo dolozˇeno, zˇe se cela´
jeho evoluce musela odehra´t v ra´mci cˇeledi Brassicaceae. Tento protein
je d˚ukazem, zˇe i pomeˇrneˇ divergovany´ protein se specifickou funkc´ı
mu˚zˇe vzniknout relativneˇ rychle, v historicke´m meˇrˇ´ıtku sta´rˇ´ı jedne´
cˇeledi rostlin.
iii) Pomoc´ı analy´zy hlavn´ıch komponent bylo demonstrova´no vyj´ımecˇne´
postaven´ı protein˚u rodiny DREPP, zejme´na MAP18, v ra´mci cele´ho
proteomu, dane´ jejich extre´mn´ım aminokyselinovy´m slozˇen´ım, ktere´
koreluje s vnitrˇneˇ neusporˇa´danou strukturou teˇchto protein˚u.
iv) Byla prozkouma´na vnitrobuneˇcˇna´ lokalisace protein˚u NtDREPP po-
moc´ı GFP-fu´ze a po biolisticke´ transformaci se podarˇilo detekovat
nehomogenn´ı distribuci proteinu NtDREPP, ktera´ zat´ım nebyla pub-
likova´na a jej´ızˇ dalˇs´ı studium by mohlo prˇine´st nove´ poznatky o funkci
proteinu DREPP, ktera´ je sta´le nezna´ma´.
v) Nasˇe vy´sledky naznacˇuj´ı, zˇe by vsˇechny proteiny rodiny DREPP mohly
interagovat s kortika´ln´ım mikrotubula´rn´ım cytoskeletem (nejen pro-
tein MAP18, u ktere´ho byla tato schonost publikova´na), bohuzˇel pouzˇi-
ty´mi metodami (GFP-fu´ze) se na´m tuto interakci nepodarˇilo doka´zat.
vi) Byla zavedena metodiku blue-native elektrofore´zy, ktera´ bude vhodna´
pro dalˇs´ı studium proteinovy´ch komplex˚u v plasmaticke´ membra´neˇ.
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